








Untersuchungen iiber das Labferment. 


I. Mitteilung: 
Die Wirkung der Erhitzung auf die Gerinnbarkeit des Caseins. 


Von 
S. Marui. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Aichi-Medizinischen Universitat 
in Nagoya.) 


(Eingegangen am 7. April 1926.) 


Im folgenden sollen einige experimentelle Untersuchungen zur 
Aufkliarung der Wirkung des Labferments beschrieben werden. Da 
der augenblickliche Stand der Kenntnisse der Labwirkung erst kiirzlich 
von C. Oppenheimer’) ausfiihrlich dargestellt worden ist, eriibrigt sich ‘ 
eine historische Einleitung und soll von der Literatur nur das un- 
bedingt Erforderliche an geeigneter Stelle erwihnt werden. Den Aus- 
gangspunkt dieser Untersuchungen bildete eine Beobachtung, welche 
vor kurzem an anderer Stelle®) publiziert worden ist und zuniichst 
hier kurz referiert werden soll. 

Wie bekannt, verliert Kuhmilch beim Kochen ihre Gerinnbarkeit 
durch das Labferment, erhalt sie aber wieder, wenn man eine gréBere 
Menge eines Kalksalzes zusetzt. Der Unterschied in der Gerinnbarkeit 
der rohen und der gekochten Milch besteht also nur darin, daB die 
gekochte Milch einer gréBeren Menge Ca bei gegebener Fermentmenge 
bedarf, um zu gerinnen, als rohe Milch. Dieselbe Erscheinung zeigt 
sich an kiinstlichen Caseinlésungen, soweit sie tiberhaupt durch Lab 
gerinnbar sind. Eine kiinstliche gerinnbare Caseinlésung wurde zuerst 
von Hammarsten*) angegeben. Sie enthalt auBer Casein noch Calcium 
und Phosphorsiure. An Stelle dieser ziemlich schwer herzustellenden 
Lésung wird?) eine leicht reproduzierbare, durch Lab gerinnbare kiinst- 


1) Die Fermente und ihre Wirkungen, 5. Aufl., 1925. 

2) L. Michaelis und S. Marui, Uber die Veranderung der Gerinnung 
des Caseins durch Erwarmung. The Aichi Journal of exper. Med. 1, Nr. 2, 
1923. 

3) O. Hammarsien, Malys Jahresber. 4, 135, 1874. 
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liche Caseinlésung beschrieben, deren Zusammensetzung weiter unten 
nochmals angegeben wird. Das Prinzip der Lésung besteht darin, 
daB Casein zunachst in Natriumacetat gelést und dann mit Natrium- 
phosphat und Calciumchlorid versetzt wird. Es entsteht dabei eine 
milchig getriibte Fliissigkeit, welche Calciumphosphat in kolloidalem 
Zustand enthalt und auf Zusatz von Labferment wie natiirliche Milch 
gerinnt. Wenn man nun diese Lésung vor dem Zusatz des CaCl, er- 
warmt und nach dem Erkalten mit CaCl, versetzt, so wird sie durch 
Labferment schwerer gerinnbar und schlieBlich ungerinnbar. Je nach 
der Temperatur der vorangegangenen Erwirmung wird sie immer 
schwerer gerinnbar, und schon kleine Temperaturunterschiede bewirken 
deutliche, genau meBbare Unterschiede in der Gerinnungszeit bei 
gegebener Fermentmenge. 

Die naheliegendste Deutung dieses Befundes wire, dai’ bei der 
Erhitzung das in der Lésung vorhandene frei geléste Calciumion in 
irgend eine fiir die Gerinnung unbrauchbare, latente Form gebracht 
werde, so daB es nur der Erneuerung des Kalkgehaltes bediirfe, um die 
Gerinnbarkeit wieder herzustellen. Es wird sich zeigen, daB diese 
Deutung nicht richtig ist. Der erste Teil der jetzigen Untersuchung 
soll zunichst die Frage beantworten, ob die Wirkung der Erhitzung 
irreversibel ist oder ob sie auf irgend eine Weise riickgangig gemacht 
werden kann. Als Labferment wurde ,,Pepsin“ (Griibler) benutzt, 
also ein ,,Parachymosin“, kein echtes ,,Chymosin“ 


1. Die Reversibilitit der Hitzewirkung. 

Die kiinstliche Caseinlésung wurde in der frither angegebenen 
Weise hergestellt'), und zwar in der Weise, daB sie vor dem Zusatz 
des CaCl, eine halbe Stunde lang auf 100° erhitzt wurde. Nach dem 
Abkiihlen wurde eine kleine Probe der Lésung dazu benutzt, um zu 
bestitigen, daB sie auch nach Zusatz der iiblichen Menge von CaC!, 
auf Labzusatz nicht gerinnt. 





1) In der auf 8S. 363 zitierten Mitteilung von L. Michaelis und S. Marwi 
ist ein Versehen in der Angabe der Zusammensetzung dieser Lésung unter- 
laufen, die benutzte Na-Acetatlésung war nicht, wie angegeben, 1,0fach 
normal, sondern 0,603 n. Die Vorschrift lautet demnach in Wirklichkeit: 
,.0,4g¢ exsikkatortrocknes Casein werden in einem Gemisch yon 10 ccm 
0,6n Natriumacetat, 20cem m/15 Lésung von sekundirem Natrium- 
phosphat nach Sdrensen und 15 ccm Wasser gelést, und zwar bei Zimmer- 
temperatur. Nachdem die Lésung klar geworden ist, werden 1,70 Milli- 
aquivalente CaCl,, gelést in etwa 30 ccm Wasser, aus einer Pipette in ganz 
diinnem Strahl in die Caseinlésung eingelassen, wobei die Caseinlésung 
dauernd heftig umgeriihrt wird. SchlieBlich wird die Lésung mit destilliertem 
Wasser auf 100 ccm aufgefiillt. Uber die Herstellung der Phosphatlésung 
siehe Michaelis, Praktikum der physik. Chem. 2. (oder 3.) Aufl. 1922 
bzw. 1926. 
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Der Rest der Lésung wurde ohne Labzusatz vorsichtig mit so viel 
verdiinnter Essigsiiure versetzt, daB das Casein méglichst vollstandig 
iusfiel. Dieses Casein wurde mit destilliertem Wasser durch Dekantieren 
vewaschen. Eine gréBere Portion des auf diese Weise dargestellten 
Caseins wurde im Exsikkator itiber konzentrierter Schwefelsiiure 
mdglichst vollkommen getrocknet, verrieben und von diesem Praparat 
wiederum die kiinstliche Caseinlésung nach der friiheren Vorschrift 
mit Natriumacetat und Natriumphosphat hergestellt, aber bei Zimmer- 
temperatur, und CaCl, zugesetzt. Diese Lésung gerann nach Labzusatz 
ebenso leicht wie eine aus ganz frischem Casein hergestellte Lésung. 
Die Verainderung, welche die Erhitzung in dem Casein hervorgebracht 
hatte, verschwindet also véllig wieder, wenn das Casein getrocknet 
wird. Derselbe Versuch wurde mehrmals mit gleichem Resultat wieder- 
holt. Hieraus geht hervor, daB die durch die Hitze hervorgerufene 
Anderung des Caseins ein reversibler ProzeB ist. Er kann also kaum 
auf irgend einer tiefgreifenden chemischen Verinderung beruhen 
und besteht offenbar nur in einer Veranderung des kolloidalen Zustandes. 
Hieraus erkennt man, welche groBe Rolle der kolloidale Zustand des 
Caseins fiir seine Gerinnbarkeit durch Lab spielt. 


2. Die Frage nach der Veriinderung des Kalkbindungsvermdgens 

des Caseins durch die Erhitzung. 

Es entsteht nun die Frage, worin die Verinderung {des Caseins 
durch die Erhitzung besteht. Da man auch gekochte Milch oder ge- 
kochtes Casein, welches bei Gegenwart der normalen kleinen Kalk- 
mengen ungerinnbar geworden ist, durch Zusatz gréBerer Kalkmengen 
wieder fiir Lab gerinnbar machen kann, so lag der Gedanke nahe, 
daB der der Lésung zugesetzte Kalk durch gekochtes Casein zum Teil 
gebunden und in eine fiir die Labwirkung unbrauchbare Form iiber- 
gefiihrt wird. Oder vielleicht auch befindet sich der Kalk nach dem 
Kochen in der Fliissigkeit in Form einer Suspension des unléslichen 
Calciumphosphats, wodurch ebenfalls die Wirksamkeit des Ca fir die 
Labwirkung verloren gehen miiBte. In beiden Fallen miiBte die Menge 
der freien Ca-lonen in der Lésung nach dem Kochen geringer sein als 
vorher. Unsere Aufgabe bestand also darin, das Mengenverhaltnis 
der freien Ca-Ionen zu dem des gesamten Calciums erstens fiir die 
ungekochte und zweitens fiir die gekochte Lésung festzustellen. 

Eine Methode, um die Menge der freien Ca-lIonen festzustellen, 
besitzen wir in der Methode der Kompensationsdialyse von Michaelis 
und Rona‘), welche von diesen Autoren zuerst fiir die Frage nach 
dem Zustand des Zuckers im Blutserum, und dann weiterhin von 

!) Diese Zeitschr. 14, 476, 1908. 
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Rona und Takahashi') fiir die Frage nach dem Zustand des Chlors 
und des Calciums in den Kérperfliissigkeiten angewendet worden ist 
Diese Methode besteht in folgendem: Eine groBe Menge der zu unter- 
suchenden Lésung wird durch eine Dialysiermembran von einer kleine) 
Menge Wasser getrennt, das Gleichgewicht der Dialyse abgewartet 
und dann eine Kalkbestimmung in der caseinhaltigen inneren Lésung 
und in der caseinfreien auBeren Lésung ausgefiihrt. In der auBeren 
Flissigkeit ist das Ca praktisch nur in Ionenform vorhanden. Wenn 
Gleichgewicht herrscht, muB man annehmen, daB die Konzentration 
der Ca-Ionen in beiden Lésungen gleich ist. Bestimmt man nunmeh: 
die gesamte Ca-Konzentration der Caseinlésung, so findet man im 
allgemeinen in ihr eine gréBere Ca-Konzentration als in der AuBen- 
lésung. Die Differenz gestattet die Berechnung derjenigen Menge Ca, 
welche vom Casein gebunden ist oder tiberhaupt sich in einem anderen 
Zustande als in Form freier lonen befindet. 


Diese Behauptung trifft allerdings nicht streng zu, denn nach 
dem Prinzip des Donnanschen Gleichgewichtes?) muB das Casein. 
welches in dieser nahezu neutralen Lésung elektronegativ geladen ist, 
einen Teil der positiv geladenen Ca-lonen zuriickhalten, auch ohne 
sie chemisch zu binden, nur aus elektrostatischen Ursachen. Daher 
muB auf alle Fille die Konzentration des Ca in der Innenlésung gréber 
sein als in der AuBenlésung. Dieser Umstand ist in dem vorliegenden 
Falle jedoch nur von sear geringer Bedeutung. Denn erstens ist dieser 
sogenannte Donnaneffekt nur dann in merklichem Mabe vorhanden 
wenn die molare Konzentration samtlicher diffusibler lonen in der 
caseinhaltigen Lésung nicht sehr viel gréBer ist als die molare Kon- 
zentration des Caseins. In unseren Lésungen haben wir nun, wenigstens 
nach Molaritaéten berechnet, sicherlich eine ganz auBerordentlich vie! 
gréBere Konzentration an diffusiblen Ionen als an Casein, da unsere 
Lésung grobe Mengen Natriumacetat (im Falle der kiinstlichen Casein- 
lésung) oder NaCl (im Falle der natiirlichen Milch) enthalt. Der 
Donnaneffekt kann daher nur sehr klein sein. Theoretisch besteht 
folgende -Méglichkeit, den Betrag des Donnaneffektes festzustellen 
Wenn man nach Eintritt des Gleichgewichtes das Verhaltnis der Kon- 
zentrationen irgend einer einwertigen positiven Ionenart in der Auben- 
und Innenlésung bestimmt, z. B. das der H-Ionen oder der Na-lonen. 
und dieses Verhiltnis mit r bezeichnet, so muB das Verhaltnis fiir jede 
beliebige andere einwertige positive Ionenart ebenfalls =r sein, fiir 
jede beliebige einwertige negative lonenart = 1/r. Fiir eine zweiwertige 

1) P. Rona, diese Zeitschr. 29, 501, 1910; P. Rona und D. Takahash:. 


ebendaselbst 31, 336, 1911. 
2) F. A. Donnan, Zeitschr. f. Elektrochem. 17, 572, 1911. 
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positive lonenart wie Ca miiBte dieses Verhiltnis = | r sein. Ich habe 
jedoch eine derartige Bestimmung nicht ausgefiihrt, weil es hier nicht 
darauf ankommt, die GréBe des Donnaneffektes selbst festzustellen, 
sondern weil es sich nur darum handelt, festzustellen, ob ein Unterschied 
in der Calciumverteilung stattfindet, wenn man mit ungekochtem und 
mit gekochtem Casein arbeitet. Wenn es wirklich zutrifft, daB das 
gekochte Casein mehr Kalk bindet als das ungekochte, so miiBte auf 
alle Falle nach Eintritt des Dialysegleichgewichtes die Calcitumkonzen- 
tration der AuBenlésung im Falle des gekochten Caseins kleiner sein 
als im Falle des ungekochten Caseins. 

Diese Dialysierversuche wurden nun angestellt. Es zeigte sich, 
daB unter den von mir gewahlten Versuchsbedingungen das Verhaltnis 
der Ca-Konzentration in der AuBen- und Innenlésung bei der kiinstlichen 
Caseinlésung immer annihernd 2:1 war, gleichgiiltig, ob gekochte 
oder ungekochte Lésung benutzt wurde. Es befindet sich also unter 
allen Umstanden nur etwa die Hilfte des vorhandenen Ca in Form 
freier Ionen in der Lésung, wobei unentschieden bleiben muB, ob die 
andere Halfte an das Casein gebunden ist oder den Bestandteil eines 
in kolloidaler Suspension befindlichen Kalksalzes bildet. Jedenfalls 
ist bei gegebener Menge von Gesamtkalk in der gekochten Milch die 
gleiche Menge freier Ca-lonen in der ungekochten wie in der gekochten 
Milch. Die Wirkung der Erhitzung besteht demnac' nicht in einer 
Anderung des Kalkbindungsvermégens des Caseins, und es bleibt 
wiederum nichts anderes tibrig, als die Wirkung der Erhitzung in irgend 
einer Anderung des kolloidalen Zustandes zu sehen. Bei der natiirlichen 
Milch trat zwar nach dem Erhitzen eine geringe Verminderung des 
freien Ca ein, jedoch reicht auch diese zur Erklarung der Ungerinnbarkeit 
der gekochten Milch bei weitem nicht aus. 


Beschreibung der Versuche. 


Zum Dialysieren wurden die iiblichen, fiir Nicht-Kolloide leicht 
durchgéngigen Kollodiumhiilsen benutzt. Sie wurden stets mit 50 ccm 
der kiinstlichen Caseinlésung gefiillt und in einen Giaszylinder versenkt, 
dessen Durchmesser nur wenig weiter war als der des Kollodium- 
schlauches. In dem Glaszylinder befanden sich 10 bis 20 cem destillierten 
Wassers. Die Dialyse wurde auf 2 bis 3 Tage ausgedehnt und wahrend 
dieser Zeit gelegentlich durch sanfte Bewegungen unterstiitzt. Dann wurden 
stets gleiche Volumina der AuBen- und der Innenlésung zur Ca-Analyse 
benutzt, in der Regel 10 oder 20ccem. In der AuBenlésung wurde das Ca 
direkt gefallt. Die Innenlésung wurde erst abgedampft und verascht und 
dann erst analysiert. Zur Ca-Bestimmung wurde eine Methode benutzt, 
welche sich im wesentlichen an die Mikromethode ven Jensen*) anschlieBt, 


1) Handb. d. biochem. Arbeitsmethod. von Abderhalden, Abt. I, 
Teil 3, S. 789. 
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mit einigen, den spsziellen Verhaltnissen angepaBten Modifikationen 
Durch Kontrollversuche wurde der Nachweis erbracht, daB die angewendete: 
Reagenzien praktisch kalkfrei waren und da8B die Analysenwerte fiir ein: 
reine Calciumchloridlésung, welche direkt mit Oxalat gefallt wurde, dieselbe: 
waren, wie fiir eine CaCi,-Lésung, welche vor der Oxalatfaéllung mit etwas 
Natriumphosphat versstzt und durch Kochen mit Eisenlésung von dem 
Phosphat wieder befreit wurden. Die Methode gestaltete sich folgender- 
maBen. 

.Eine geeignete Menge der Caseinlésung, in der Regel 10 bis 20 ccm, 
wurde im Platintiegel eingedampft und verascht, die Asche in einigen 
Kubikzentimetern Wasser aufgenommen, welches mit einer fiir die Lésung 
der Asche eben geniigenden Menge HC! versetzt war. Das Volumen diese: 
Lésung betrug 10 bis 20 cem. Dazu wurde eine Messerspitze festen Natrium- 
acetats und 5cemeiner 5proz. Eisenchloridlésung zugesetzt und die Mischung 
so lange im Sieden gehalten, bis alles Eisen ausgefallt war. Die Lésung 
wurde von dem FEisenniederschlag abfiltriert und der Niederschlag mit 
natriumacetathaltigem Wasser nachgewaschen. Die vereinigten Filtrate 
wurden auf etwa 10 ccm eingeengt und mit 10 ccm einer 10 proz. Ammonium 
chloridlésung und einigen Tropfen Ammoniak versetzt, auf dem Wasserbade 
erwairmt, bis das iiborschiissige Ammoniak abgedampft war, und mit 
20 ccm einer siedend heiGBen, in der Kalte gasattigten Lésung von Ammonium. 
oxalat versetzt. Nach 4- bis 6stiindigem Erwarmen auf dem Wasserbade 
wurde der gebildete Niederschlag von Calciumoxalat auf einem kleinen 
aschefreien Filter gesammelt, mit etwas ammoniakhaltigem Wasser aus- 
gewaschen und im Platintiegel gegliiht. Dor Riickstand wurde in 4 ccm 
0,1 n HCl (in den Versuchen mit natiirlicher Milch mit etwas mehr) gelést 
und die restierende freie Salzsiure jodometrisch mit Thiosulfat zuriick- 
titriert. Hierzu wurde eine 0,005 n Thiosulfatlésung benutzt, deren Titer 
gegen die HCl-Lésung ganau eingastellt wurde und sich iibrigens als seh: 
haltbar erwies. Die Lésung wurde jedesmal mit 4 ccm einer 5proz. Jod- 
kaliumlésung und einigen Tropfen einer 0,1 n Lésung von Kaliumijodat 
versetzt, 5 Minuten bedeckt stehengelassen und das gabildete Jod nach 
Zusatz von etwas Starke mit der Thiosulfatlésung titriert. Die Differenz 
der vorgelegten Aquivalente HC] und der nach Ma®gabe der Titration 
ermittelten Aquivalente der noch freien HCl ergeben die Aquivalente des 
vorhandenen Calciums. 

Die caseinfreie AuBenlésung wurde ebenso bshandelt mit dem einzigen 
Unterschied, daB sie vor dem Zusatz der Eisenlésung nicht verascht zu 
werden brauchte. Von der Innen- und der AuBoenlésung wurden in jedem 
Versuch gleiche Volumina zur Analyse benutzt. 


Die Resultate der Analyse waren folgende: 

1. Kiinstliche Caseinkalklésung. Die friiher beschriebene kiinstliche 
gerinnbare Caseinkalklésung wurde zunichst in der Weise hergestellt, 
daB das Casein bei Zimmertemperatur in der Natriumacetatlésung 
gelést, mit Phosphat und dann sofort mit Calciumchlorid versetzt 
wurde. In einer zweiten Versuchsreihe wurde das Casein in einer auf 
dem siedenden Wasserbade gehaltenen Natriumacetatlésung geldést, 
welche gleich die erforderliche Phosphatmenge enthielt, 30 Minuten 
lang in der Hitze erhalten und nach dem Abkiihlen das Calciumchlorid 
zugesetzt. Mit diesen beiden verschiedenen Lésungen wurden dic 
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Dialyseversuche in der vorher beschriebenen Weise angesetzt. In der 
Tabelle I sind die Calciummengen angegeben, welche in je 20 ccm der 
AuBenlésung gefunden wurden, und zwar in Form der Zahl der Kubik- 
zentimeter n/200 Thiosulfatlésung, welche der Calciummenge Aqui- 
valent waren. Wie man aus dieser Tabelle ersieht, ist das Verhiltnis 
der Calcitumkonzentration der Innen- und der AuBenlésung in allen 
Fallen nahezu gleich 2: 1, und zwar unabhingig davon, ob die Casein- 
losung kalt oder heiB hergestellt worden war. Daraus folgt, daB in 
der kiinstlichen Caseinlésung auf alle Fille die Menge der freien Calcium- 
ionen ungefaihr die Halfte des gesamten Calciums darstellt, und daB 
die vorangegangene Erhitzung daran nichts andert. In der Tabelle I] 
sind ahnliche Versuche mit Kuhmilch angestellt. Hier zeigt sich deutlich 
ein leichter Unterschied in der Verteilung des Calciums, je nachdem 
die Milch roh oder gekocht war. Wahrend bei der rohen Milch das 
Verhaltnis der Ca-Konzentration innen und auBen im Mittel 2,7: 1 
ist, ist es fiir die gekochte Milch im Mittel 3,46: 1. Es ist also in der 
Tat in der gekochten Kuhmilch etwas weniger ionisiertes Calcium 
als in der rohen Milch. Die Unterschiede reichen jedoch bei weitem 
nicht aus, um zu erklaren, daB die iiberaus leichte Gerinnbarkeit der 
rohen Milch durch das Kochen véllig verloren geht. Eine so geringe 
Verminderung des Gehaltes an Ca-lonen kénnte héchstens zur Folge 
haben, daB die Gerinnungszeit etwas verlangert wiirde oder daB man, 
um in gleichen Zeiten Gerinnungen zu erhalten, bei gekochter Milch 
ein klein wenig mehr Ferment anwenden miiBte als bei roher Milch. 
Der Spielraum der Calciumkonzentration, welche fiir die Labgerinnung 
notwendig ist, ist ziemlich groB, und der Verlust eines verhaltnismaBig 
kleinen Bruchteils der freien Calciumionen reicht bei weitem nicht aus, 
um die véllige Ungerinnbarkeit der gekochten Milch zu erkliren. 
Immerhin wire man vielleicht versucht gewesen, diesem Umstand 
dennoch eine wesentliche Rolle zuzuschreiben, wenn nicht die voran- 
gegangenen Versuche mit kiinstlicher Caseinlésung gezeigt hatten, 
daB derselbe EinfluB des Kochens auf die Gerinnbarkeit bestehen 
bleibt unter Bedingungen, wo durch das Kochen iiberhaupt keine 
Veranderung der Calciumverteilung eintritt. 

Worauf die geringe Verschiebung der Calciumverteilung in der 
Kuhmilch beim Kochen besteht, kann nur vermutet werden. DaB das 
Casein eine starkere Bindungsfihigkeit fiir Ca beim Kochen erhalt, 
ist sehr unwahrscheinlich, da ja dann dasselbe sich auch in der kiinst- 
lichen Caseinlésung hatte zeigen miissen. Wahrscheinlicher ist es, 
daB sich beim Kochen die Menge des kolloidalen suspendierten Calcium- 
phosphats etwas indert. Bei dieser Gelegenheit mag noch erwahnt 
werden, daB der Ca-Gehalt der Milch sich durch mehrtagige Dialyse 
gegen flieBendes, destilliertes Wasser véllig erschépfen laBt. 











370 S. Marui: Labferment. I. 


Tabelle I. 
Die Analysenzahlen bedeuten die Kubikzentimeter n,200 Thiosulfat 
welche der Ca-Menge aquivalent sind. 
Versuche mit kiinstlicher Caseinkalklésung. 











Roh Gekocht 
| 
1. Analysierte Menge je 20 ccm 1, Analysierte Menge je 20 ccm 
. aa ene . ae 
ees 4 cs et ee ae . 6. x + Se 
| innen innen 
ae hen akc he aa 
auBen auben 
2. Menge je 20cm 2. Menge je 20 ccm 
eer. innen 55.9 
Me nk wee ee os oe auBen 25,7 
innen innen 
ee eee he ates teow ae 
auBen auBen 
3. Menge je 20 ccm 3. Menge je 20 ccm 
ee << 5 sae ee a eer 
a sass see meee Acs aw ia Se 
innen innen 
ow a 6 66 Oe . oS oe a 1.94 
auBen auben 
Tabelle 11. 


Die Zahlen bedeuten die Kubikzentimeter 0,005 n Thiosulfat, welche 
der Ca-Menge iiquivalent sind. 

















‘ Versuche mit natiirlicher Kuhmilch. 
Rob Gekocht 
1, Analysierte Menge je 20 ccm 1. Analysierte Menge je 20 ccm 
SSE it Cae! ote 
en os 6 fe a ee ts cesses 2 Se 
innen innen 
Fiancee <<) re ee 
auBen auben 
2. Menge je 12ccm 2. Menge je 12cm 
err |} SN i. ws! ee es 
RR. « << + «+ «<- eee a eee ol 
innen innen 
~ Tees Se eS 
auBen auBen 


Zusammenfassung, 

Die schlechtere Gerinnbarkeit des gekochten Caseins unter der 
Wirkung des Labferments beruht nicht auf einer Erhéhung des Kalk- 
bindungsvermégens des Caseins durch das Kochen. Ferner ist die 
Wirkung des Erhitzens reversibel insofern, als ein trockenes Casein- 
praparat, welches aus einer durch Erhitzung ungerinnbar gemachten 
Caseinlésung hergestellt ist, sich gegeniiber dem Labferment wie 
frisches, nicht erhitztes Casein verhalt. 











Untersuchungen iiber das Labferment. 


Il. Mitteilung: 
Die Ersetzbarkeit des Caleiums durch andere Kationen. 


Von 


S. Marui. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Aichi-Medizinischen Universitat 
in Nagoya.) 


(Eingegangen am 7. April 1926.) 


Die Rolle des Calciums beim GerinnungsprozeB besteht darin, 
daB es das durch das Ferment aus dem Casein erzeugte Paracasein 
ausfallt. Diese Ausfallung kann als eine kolloidale Zustandsinderung 
des Paracaseins betrachtet werden, bei welcher der Kalk als Flockungs- 
mittel dient. AuBer dem Calcium ist sowohl in der natiirlichen Milch 
wie in allen beschriebenen kiinstlichen Caseinlésungen auch immer 
Phosphat vorhanden. Reine Ceseinlésungen werden durch Labferment 
in der Regel selbst bei Gegenwart von Kalksalzen nicht geflockt, auBer 
unter ganz besonderen Bedingungen, welche wir zum SchluB beschreiben 
werden. Alle durch Lab bei Gegenwart von Kalk gerinnbaren Casein- 
lésungen stellen immer stark milchig getriibte Fliissigkeiten dar, an 
der Triibung ist eine Suspension von Calciumphosphat in der Regel 
zum mindesten mit beteiligt, und die Ausflockung durch das Ferment 
betrifft immer das Casein und das Calciumphosphat gemeinschaftlich. 

Die Wirkung des Calciums wird im allgemeinen fiir spezifisch 
gehalten, und wir werden sehen, daB es unter allen Umstanden das 
geeignetste Kation fiir die Entfaltung der Labwirkung ist. Trotzdem 
kann es unter gewissen Bedingungen durch andere Kationen ersetzt 
werden. So beschreiben Arthus') und Lundberg*), daB das Calcium 
auch durch Barium und Strontium ersetzt werden kann, und da8 auch 
Magnesium einen, wenn auch lockereren Niederschlag erzeugt ; jedoch 
bedarf es nach Schmidt-Nielsen*) erheblich griéBerer Mengen dieser 
Salze. Nach Loercher*) wirken auch Mg, Zn, Al, Cd giinstig, ferner 
nach Lévenhart®) auch Li, Be und die Oxydulsalze von Fe, Co, Ni, Mn 


1) Journ. de physiol. et path. Gen. 5, 795, 1903. 
2) Malys Beitr. z. Tierchem. 1876, S. 11. 

3) Hofmeisters Beitr. 9, 322, 1907. 

*) Pfliigers Arch. 69, 183, 1898. 

5) Zeitschr. f. physiol. Chem. 41, 177, 1904. 
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sollen sogar eine besonders kraftige Wirkung haben. Die Gegenwart 
der gewohnlichen Neutralsalze wird fiir die Gerinnung im allgemeine: 
auBerdem fiir notwendig gehalten, jedoch gibt es auch Salze, welch 
die Gerinnung hemmen. So hemmen nach Wroblewski!) Ammonsalze 
besonders das Rhodanat, nach Spiro®) kann die Kalkwirkung dure) 
letzteres aufgehoben werden. Trotzdem diese und einige andere 
Arbeiten iiber die Wirkung verschiedener Salze vorliegen, erscheint 
die wichtigste Frage, inwieweit das Calcium durch andere Katione: 
ersetzt werden kann, noch nicht geniigend systematisch untersucht 
Hierauf beziehen sich die folgenden Versuche. 

Als Objekt fiir die Gerinnung wurde in der ersten Versuchsreihe 
iiberall zehnfach verdiinnte Kuhmilch angewendet. Durch diese Ver- 
diinnung wird die Konzentration des Calciums der natiirlichen Mile) 
so stark herabgesetzt, daB die Gerinnungsfihigkeit durch Lab auf- 
gehoben ist, wenn man nicht nochmals Calcium hinzusetzt. Die ver- 
diinnte Milch kann daher in bezug auf die fiir die Gerinnung notwendige 
Kalkmenge mit geniigender Annaherung als kalkfrei betrachtet werden 
Die Versuche bestanden darin, daB zu dieser verdiinnten Milch eine 
bestimmte Menge Labferment und dazu die Chloride verschiedener 
Kationen in verschiedenen Konzentrationen zugesetzt wurden. Parallel- 
versuche wurden stets gemacht, erstens indem das Labferment durch 
reines Wasser von gleichera Volumen ersetzt wurde, und zweitens, 
indem es durch ein durch Aufkochen abgetitetes Ferment ersetzt 
wurde, um erkennen zu kénnen, welche Rolle an dem Gesamtprozel} 
das eigentliche Ferment, und welche die dem Ferment stets bei- 
gemengten anderen kolloidalen Stoffe spielen. Eine systematische 
Variation der Konzentration der verschiedenen Salze erwies sich als 
besonders notwendig. Die Wirkung eines Salzes kann je nach seiner 
Konzentration ganz verschieden sein. Wir werden sehen, daB manche 
Kationen in gewissen Konzentrationen fiir die Labwirkung dieselbe 
Rolle spielen kénnen wie das Calcium, wihrend in anderen Konzen- 
trationen nichts davon zu bemerken ist. Das letztere kann z. B. darauf 
beruhen, daB in gewissen Konzentrationen diese Kationen schon an 
sich ohne Lab eine Fallung hervorrufen, welche durch Lab nicht weiter 
verindert wird. Im Grunde genommen, verhilt sich das sogar mit dem 
Calcium ebenso. In sehr hohen Konzentrationen fallt es die Milch 
auch ohne Lab, und die Besonderheit des Calciums besteht im wesent- 
lichen nur darin, daB dasjenige Konzentrationsbereich, in welchem 
es allein noch nicht fallend wirkt, aber die Labwirkung hervorruft, 
besonders breit ist. 


1) Chem. Ber. 28, 1719, 1895. 
2) Hofmeisters Beitr. 8, 365, 1906. 
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Die Anordnung der Versuche ergibt sich aus den Protokollen. 
Betrachten wir zuniachst die Versuche mit den Salzen der Alkali- 
metalle, einschlieBlich des Ammoniums, so ergibt sich als einfaches 
Resultat, daB diese in allen von uns untersuchten Konzentrations- 
bereichen unter keinen Umstinden imstande sind, die Flockung des 
Caseins bei Gegenwart von Labferment hervorzurufen. Besonders 
bemerkenswert ist das fiir Ammoniumsulfat, welches als besonders 
starkes Fiockungsmittel fiir EiweiBkérper gilt und in sehr starker 
Konzentration natiirlich auch Casein und Paracasein ausflockt. Aber 
bis zu der héchsten in meinen Versuchen angewendeten Konzentration, 
3,75 n. in der definitiven Mischung, hat es noch keine Wirkung auf 
die Labfallung. 

Tabelle I. 
A. NaCl. 

1. In einer Reihe von Reagenzglisern wurden je 5,0, 4,0, 3,2 (geo- 
metrische Reihe mit dem Quotienten 0,8) bis 0,4ccm einer 4,8 n Lésung 
von NaCl, dazu Wasser bis zur Auffiillung auf ein Volumen von je 5 ccm 
und je 0,5ccm einer zehnfach verdiinnten Stammldésung (1 proz.) von 
Pepsin (Griibler) eingefiillt, mit 10 ccm zehnfach verdiinnter, roher Kuhmilch 
versetzt und bei 23,5° im Wasserbade beobachtet. Das Ferment wurde 
benutzt: 


in der Versuchsreihe | im rohen Zustande, 


ior ae - 2 im aufgekochten Zustande nach dem Ab- 
kiihlen, 
oo, ao he 3 wurde statt der Fermentlésung die gleiche 


Menge Wasser zugefiigt. 
2. Genau derselbe Versuch wurde angestellt, indem eine 0,48 n Lésung 
von NaCl, 
3. eine 0,048 n Lésung von NaCl, 
4. eine 0,0048n Lésung von NaCl als Ausgangslésung fiir die Ver- 
diinnungen in geometrischer Reihe verwendet wurde. 


In keinem Réhrchen trat in absehbarer Zeit Gerinnung ein. 


B. KCL 
Dieselbe Anordnung mit KCl. 


1. mit 4,0 n Lésung von KCl 
>» « OS 8 a oo an 
~ 5 0 usw s O “C 
. . 006 a - . KC 0, 4.0 usw. bi 4ccm 
4. ,, 0,004n * » mCi 
In keinem Réhrcehen trat Gerinnung ein. 
C. Lic. 
Dieselbe Anordnung mit LiCl. 
1. mit 5,4 n Lésung von LiCl 
> «<< Gee. ‘ » 1aCi 
5.0 0 us bis 0.4 ce 

3. ., 0,054 n__,, » Lice | SS GO eee. Se Stcom 
4. ,, 0,0054n - » Laci 


Nirgends Gerinnung. 
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D. (N H,),50,. 
Dieselbe Anordnung mit (N H,).SO,. 


l. mit 7,5 n Lésung von (NH,),SO, 

> «ae. @ - » (NH,),8O,[ . 7 

3. 0,075 n,, .. (NH,),8O, 5,0, 4,0 bis 0,4 ecm 
4. ,, 0,0075n__,, .. (NH,),80O, 


Nirgends Gerinnung. 
E. NaCl. 
Dieselbe Anordnung mit NaCl. 


1, mit 4.8 n Lésung von NaCl 

S 3s eae °6 Pa » mec. s 
“sone » Naci{ +9 4,0 bis 0,4ccm 
4. ,, 0,0048n ~ . NaCl 


Nirgends Gerinnung. 


Gehen wir jetzt zu den zweiwertigen Metallen iiber, so ist zunachst 
in Tabelle II die schon bekannte Wirkung von CaCl, notiert. Wie man 
sieht, ruft dieses Salz in allen hier angewendeten Konzentrationen 
die Fallung des gelabten Caseins hervor, ohne allein fallend zu wirken, 
bis man schlieBlich an eine untere Schwellenkonzentration kommt, 
bei welcher die Wirkung erlischt. Diese Schwelle betragt fiir unsere 
Versuchsbedingungen 0,0053 n in der definitiven Mischung. 


Tabelle 11. 
CaCl,. 

Von einer CaCl,-Lésung der in Spalte 1 genannten Konzentration 
wird die in Spalte 2 genannte Zahl von cem genommen, mit Wasser auf 
5eem aufgefiillt, mit 10cem zehnfach verdiinnter, roher Milch versetzt 
und 1 Stunde im Wasserbade bei 23° beobachtet, und zwar: 


: 


a) nach Zusatz von 0,5cem Fermentlésung (wie in Tabelle I), 


D> ss ” » 0,5 ,, gekochter Fermentlésung, 
C) » 99 “oe 
Die Zahl der Kreuze bedeutet die Intensitat der Gerinnung, — be- 
deutet keine Gerinnung. Eine Bezeichnung in Spalte 2 wie z. B. ,,5.0 


bis 0,4‘* bedeutet eine geometrische Reihe (stets mit dem Quotienten 0,8), 
anfangend mit 5,0, endend mit 0,8. 





au c 
1 2 (mit Ferment) (mit gekochtem (mit Wasser) 
Ferment) 
6.0n 5,0 cem 
absteigend 
bis 0,4 ccm -$H++ ~ ~- 
0.6n 5.0 bis 0.4 ecm seb ne ae -- 
0,06 n Pie ++++ — — 
13 cem oe ~- -—- 
in ae _ —_— — 


0,006n 50 . 04 , o_ a ‘ 
BaCl, verhalt sich ganz ahnlich. 
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Der einzige Unterschied besteht darin, daB die untere Schwellen- 
konzentration etwas héher liegt, nimlich bei 0,0089 n bezogen auf die 
endgiiltige Konzentration der Mischung. Ba wirkt daher genau so 
wie Calcium, nur etwas schwiacher. 


Tabelle III. 








BaCl.,. 
1 2 a b € 
3.0 n 5,0 bis 0.4 cem +++4 
03 n §0 . 0,56. ae Se —_ 
0.4 ccm - - —- 
0.03 n 560 . + — —_— 
48und46 . feine Flocken 
(+) — — 
st 44 bis 04 a — — 
an 0003n 50 . O04 , — — 
Pn ‘ 
n Bei SrCl, bemerken wir zum erstenmal eine auffallige Erscheinung, 
it welche spater wiederholt vorkommen wird. SrCl, hat namlich nicht 
re nur eine untere, sondern auch eine obere Schwellenkonzentration. 
In den konzentriertesten Lésungen ruft es in gelabter Milch keine 
Fallung hervor, die Wirkung beginnt erst. von 0,73n abwarts und 
erlischt wieder bei 0,0073 n. Diese untere Grenze liegt nicht viel héher 
, . + 2 . . 
als fir CaCl,. Sr ist also ein fast vollwertiger Ersatz fiiy Ca, mit dem 
r einzigen Unterschied, da8 es in sehr konzentrierten Lésungen wieder 
1 . . 
- wirkungslos wird. 
Tabelle IV. 
SrCl,. 
1 2 a b c 
P. 7 
0 6,0 n 5,0 bis 2,0 cem — — 
) ewe | eee AA 
‘ 0,6 n a <a YR +++ - —_— — 
0,06 n eee ++4+4 . = 
2,4 ccm _+- _ — 
| ae ry ‘es “es 


> Tee ° Soe — = — 
0.006n 50 . O04 _ owe ¢ 


Beim MgCl, ist die soeben beschriebene Erscheinung viel aus- 
gesprochener. 

Von den héchsten Konzentrationen anfangend, findet sich eine 
breite Zone, in der es wirkungslos ist. Zwischen 0,147 n und 0,0164 n 
flockt es stark und von 0,0162n hért die Wirkung wieder auf. 
In den Kontrollversuchen, in denen das Lab durch Wasser oder 
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durch gekochtes Lab ersetzt ist, ruft MgCl, in keiner Konzentratio: 
eine Fallung hervor. 
Tabelle V'"). 
MeCl,. 





1 2 a a) ‘ 


6.0n 5,0 bis 0.4ccm — — — 
06n 50.40 . a 
ao ee. fois a 
2. en. fot. tof. oe 
0,4 cem — = 
0.06 n 5.0 bis 4,6 cem of. of — 
4.4 ccm -— 
4.2 bis 0.4 ecm ~ . —_ 
0.006n 50 . O04 . _— —_ 


Indem wir nun zum ZnCl, iibergehen, kommen wir zum erstenma! 
zu Erscheinungen, welche schwerer beurteilt werden kénnen, weil! 
ZnCl, auch in ungelabter Milch stark fallend wirkt. Um hier ein Urtei! 
zu gewinnen, muB man daher die Wirkung jeder einzelnen Konzentration 
von ZnCl, bei gelabter und ungelabter Milch miteinander vergleichen. 
Die Versuche sind in Tabelle VI notiert, und es ergibt sich folgendes 
Resultat. Von den héchsten Konzentrationen herab bis zu 0,00216 n 
(definitive Konzentration) verlaufen die drei Versuchsreihen mit Lab, 
mit Wasser und mit gekochtem Lab ganz gleichmaBig, das Zn flockt 
das Casein ebensogut bei Gegenwart wie bei Abwesenheit von Ferment. 
Jedoch ist die untere Schwelle der Wirkung ein wenig, aber in mehr- 
fachen Parallelversuchen in durchaus reproduzierbarer Weise ver- 
schieden bei den Versuchen mit und ohne Ferment. Die Versuche 
ohne Ferment und mit gekochtem Ferment verlaufen zwar nicht 
absolut gleich, aber der Unterschied ist sehr unbedeutend. Der 
untere Schwellenwert fiir eine energische Flockung in dieser beiden 
Fallen ist sogar ganz gleich; nur ist dieser Schwellenwert bei dem 
Versuch mit Wasser scharfer als bei dem mit gekochtem Ferment. 
In letzterem Falle bemerkt man noch ein wenig unterhalb des 
Schwellenwertes der energischen Koagulation noch eine leichte, 
kaum sedimentierende Granulierung in der Milch. In den Ver- 


') Man beachte, da8 die geometrischen Reihen, welche von jeder der in 
Spalte 1 genannten Ausgangskonzentration ausgehen, sich fiir die aufein 
anderfolgenden Ausgangskonzentrationen etwas iiberkreuzen. Die Spalte a 
stellt daher nicht, wie es bei fliichtigem Lesen erscheinen méchte, eine 
,unregelmaBige‘“* Reihe dar, sondern eine regelmaBige mit einem 
einzigen Maximum. Man beachte das gleiche fiir alle anderen Ahnliche: 
Protokolle. 
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suchen mit ungekochtem Ferment tritt dagegen bei gleicher Kon- 
zentration des ZnCl, noch eine energische Flockung ein, und die 
Ubergangszone mit unvollstandiger Flockung ist noch ein wenig weiter 
ach unten verschoben. So klein die Unterschiede auch sind, so sind 
sie doch durch Wiederholung sichergestellt, und wir kénnen behaupten, 
daB trotz der Schwierigkeit der Beurteilung in einem engen Konzen- 
trationsbereich das Zn dieselbe Wirkung beim LabprozeB erkennen 
aBt, welche beim Ca viel miiheloser in einem weiten Konzentrations- 
bereich erkannt werden kann. 





Tabelle V1. 
ZnCl... 

1 2 a b c 
6n 5.0 bis 0.4 ccm + + + + bs: he ahve Pi ae Ee 
0.6n 60 , O04 . fe ae <n ae he abe abe ok she ere 
0.06 n | me > gape Se Sat ee 

-—. € . Howls che Lo 
0.56 cem J. ad —_ pel 
0.4 cal aes ee 


- 


0006n 5.0 bis 04ccem . _ 


Ahnlich liegen die Verhaltnisse bei Cu SO,. Betrachten wir zunachst 
die Versuche ohne Lab, so liegen hier die Verhaltnisse noch anders als 
beim Zn. Wir bemerken zunachst eine obere Zone von 0,91 n bis 0,69 n, 
in der keine Flockung eintritt, dann eine mittlere Zone von 0,65 n 
bis 0.0041 n mit Flockung und dann eine untere Zone wieder ohne 
Flockung. Diese Erscheinung, daB das Flockungsvermégen eines 
Salzes bei gewissen mittleren Konzentrationen ein Maximum hat, 
findet sich bei der Wirkung von Schwermetallen auf Kolloide haufig 
wieder und wird nach Neisser und Friedemann') und Bechhold*) als 
das Phanomen der unregelmaBigen Reihen bezeichnet. Die Versuche 
mit gekochtem Ferment verlaufen véllig identisch damit. Dagegen 
zeigen die Versuche mit ungekochtem Ferment einen wesentlichen 
Unterschied. Erstens fehlt die oberste Zone ohne Flockung; denn es 
tritt auch in den héchsten Konzentrationen von CuSO, bei Gegenwart 
von Lab iiberall energische Flockung ein. Zweitens ist der untere 
Schwellenwert deutlich nach unten geriickt. Es gibt also zwei Kon- 
zentrationsgebiete, in welchen CuSO, bei Gegenwart von Lab Flockungen 
hervorruft, welche bei Abwesenheit von Lab nicht eintreten. Der 
untere Schwellenwert fiir die Wirkung liegt bei 0,0022n, also etwas 
héher als beim Calcium. 


1) Miinch. med. Wochenschr. 51, Nr. 11, 1903. 
*) Zeitschr. f. physik. Chem. 48, 385, 1904. 
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Tabelle V11. 





CuSQ,. 
l 2 a b e 
3,0n 5,0 bis 3.6cem |) +4++4 te 
3,4 ccm | +444 n - 
3,2 bis 2,.lecem | +++4- . oo oo 44 
a ae 2 +++4 4. ff of. ee Se ee Ye 
03n oS. as . 4-4. +4 of. 4. 4 ee Gees 
0,03 n | oe | ae ff ft aon wha ah hn che he 
2,6 ccm fe chnade h De ce ak ae eee 
2.4 = p+ + temp af +. + 
2.2 bis 2,1 ecm $f r : 
1,9 ccm + 


17 bis 15 ccm ; — oe 
-.- os ~ — = 
0.003n 50 . O04 . . — 


Bei den dreiwertigen Kationen werden die Verhiltnisse noch 
komplizierter. Bei AlCl, gibt es nur ein sehr schmales mittleres Kon- 
zentrationsgebiet, bei welchem ohne Ferment eine Flockung eintritt 
von 0,0054n bis 0,0037n. Die Resultate mit gekochtem Ferment 
sind praktisch gleich. Bei den Versuchen mit Ferment erkennen wir 
dagegen erstens eine oberste Zone mit starker Flockung von 2,10 n 
bis 0,89 n, zweitens eine breite Zone ohne Flockung, drittens wiederum 
eine Zone mit Flockung. Sie liegt etwa in demselben Konzentrations- 
bereich wie ohne Lab, ist aber sehr deutlich sowohl nach oben wie nach 
unten verbreitert. Unterhalb dieser Zone erlischt die Wirkung wieder 


Tabelle VIII. 





AICI... 
1 2 a b c 
65n 5.0 bis 26cem | +++4-4 ar ao 
2,1 cem +} 44-4 - — 
1,9 bis 0,4 cem — . con 
0,65 n —-. ae — vane 
0,056 n ee) ‘ail bei net 
19 cem +++ 
} +++ ae Ge oer jae 
14 bis O09cem +-+4- 4-4 4-4 poe ye 
0,7 ccm vo a oes ade ai 
0.56 . $s hubs a's 
04 . =e ae 
0,0056n 50 , + - _ 


4.6 bis 0,4 ccm — dus ot 


Bei FeCl, ist ohne Ferment eine obere Zone mit Flockung vor 
2.10n bis 0,96 n, dann eine breite Zwischenzone ohne Flockung und 
schlieBlich wieder eine schmale Flockungszone. Die Versuche mit 
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Tabelle IX. 





FeCl,. 
1 2 a b c 
6,5 n 5,0 bis 26cem ++++ ++4+44 he he che of 
2.5 ecm +t $e abe alle ohn eh od. 
23 t + : 
2,1 bis 0,4 ccm — ome ae 
0,65 n a ad ee ae 
0,065 n ss . £3 . on a Ae 
2,1 ecem ++4-4 4. of. + 4. 
Lo, Sate d Se). oe 
1,7 bis lLleem +444 fn. 44 dp oho h 
1,0 ccm babe <f ofe 1 4 cae 
0,99 , 4-4. 4. 4 Ai aie 


0.7 bis 0.4 ecm — _ —_ 
0,0065n 50 , O4 , — — — 


gekochtem Ferment unterschieden sich nur dadurch, daB die untere 
Zone ein Spiirchen verbreitert ist. Wenn wir hiermit die Versuche 
mit ungekochtem Ferment vergleichen, so ist in der oberen Flockungs- 
zone gar kein Unterschied, und die untere Flockungszone erscheint 
nach unten ein wenig verbreitert. In diesem Falle ist es zweifelhaft, 
ob die Gegenwart des Labferments einen EinfluB hervorruft. 


Einen sehr merkwiirdigen, EinfluB iibt Ceriumchlorid aus. Ohne 
Lab zeigt sich von oben her eine breite Flockungszone, dann ein Kon- 
zentrationsgebiet ohne Flockung, dann wieder Flockung zwischen 
0.0069 n und 0,0017n und schlieBlich ein Aufhéren der Flockung. 





Tabelle X. 
CeC,. 

1 2 a b c 
6,5n 5.0 bis O9cem ++++4 et dp Aiba ste 
0.8 cem ++ Je ofp ot of ++ +4 
0,7 bis 0,4cecem — 4 4. 4 +444 
0.65 n ae oe — fap of ot oro Ss 

15 cem — $f te a 


13 bis 0.4 ccm — — 
0,065 n aS 5 Oe « — — ae 


1,7 cem 4 t- " 
15 bis 0.7ccm ++-+44 ++4+4 ae ge 
0,56 cem t+i44 ++ 4. of 
04 > 5 oe te / 4 
0,0065n 5,0 bis 44cecm ++4+++4 ++4 he fe of 
as « oe J. fe af. of 4 + 
3,2 cem ++44 ons met 
30 , ++44 ite " 
a + a 
26. + a“ 


2.4 bis 0,4 ecm — -- -- 
Biochemische Zeitschrift Band 173 25 
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Die Versuche mit gekochtem Ferment sind davon kaum verschieden, 
Nur die obere Flockungszone ist vielleicht ein wenig breiter. Bei den 
Versuchen mit ungekochtem Ferment ist die obere Flockungszone 
stark verkiirzt und die untere Flockungszone ist deutlich verbreitert, 
besonders nach unten. Man kann daher die Wirkung des Ce folgender- 
maBen ausdriicken: In hohen Konzentrationen von Ce hemmt das 
Lab die Flockung, welche das Ce allein hervorrufen wiirde, in niederen 
Konzentrationen férdert das Lab die Fillung, welche Ce hervorruft 
Es gibt jedenfalls ein ganz kleines Konzentrationsbereich, in welchem 
das Verhalten des Ce dem des Ca bei der Labwirkung dhnelt. 

Das Gesamtresultat der Untersuchung mit den verschiedenen 
Kationen kann man folgendermaBen zusammenfassen. Die bekannte 
Wirkung des Ca kann unter keinen Umstanden durch irgendwelche 
einwertigen Kationen ersetzt werden. Dagegen wirken alle zwei- und 
dreiwertigen Kationen in einer Weise, welche in h6herem oder geringerem 
Grade mit der des Ca verglichen werden kann. Die Beurteilung wird 
dadurch erschwert, daB die meisten der mehrwertigen Kationen schon 
an sich Fallungen in der Milch hervorrufen. Aber es gibt doch fast 
immer Konzentrationsbereiche, in denen die Fallung ohne Gegenwart 
von Lab ausbleibt und bei Gegenwart von Lab stattfindet. Diese 
Konzentrationsbereiche sind in manchen Fallen sehr breit, z. B. bei 
Ba, Sr, auch noch bei Mg. Diese Kationen kénnen daher geradezu 
als ein beinahe vollwertiger Ersatz fiir das Ca in bezug auf die Lab- 
wirkung betrachtet werden. Bei den Schwermetallen dagegen sind die 
giinstigen Konzentrationsbereiche viel enger, so daB diese nur in sehr 
beschranktem MaBe als Ersatz fiir Ca zu betrachten sind, manchma! 
gelingt es tiberhaupt nicht mit Sicherheit, ein solches Konzentrations- 
bereich abzugrenzen, nimlich bei FeCl,, und ein solches Metall zeigt 
dann tiberhaupt keinen erkennbaren EinfluB mehr auf die Labwirkung. 
Es verhalt sich dann ebenso wie ein einwertiges Metall, nur mit dem 
Unterschied, daB ein einwertiges Metall niemals, auch bei Gegen- 

yart von Lab, Fallung hervorruft, wahrend diese mehrwertigen 
Metalle, wo sie Fallungen hervorrufen, dies unabhangig von der An- 
wesenheit des Labs tun. 








Untersuchungen iiber das Labferment. 


Il]. Mitteilung: 
Die Ersetzbarkeit der Phosphate durch andere Substanzen. 


Von 
S. Marui. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Aichi-Medizinischen Universitat 
in Nagoya.) 


(Eingegangen am 7. April 1926.) 


Diejenigen Caseinlésungen, welche durch Lab zur Gerinnung 
gebracht werden kénnen, enthalten stets Phosphat. So ist es in der 
natiirlichen Milch und auch in der kiinstlichen gerinnbaren Casein- 
lésung, welche zuerst von Hammarsten') angegeben wurde, wie auch 
in der von uns beschriebenen kiinstlichen Caseinlésung. Wenn wir 
nun diejenigen Kationen betrachten, welche mit mehr oder minder 
groBem Erfolge als Ersatz fiir die Calciumionen benutzt werden kénnen, 
so fallt es auf, daB dies alles Kationen sind, welche, wie das Calcium 
selbst, unlésliche Phosphate geben. Danach kénnte es den Anschein 
haben, als ob die Gegenwart eines unléslichen, aber in kolloidaler Lésung 
gehaltenen Phosphats eine Vorbedingung fiir die Gerinnung des Caseins 
durch das Labferment sei. Nehmen wir dies einmal als richtig an, so 
erhebt sich die weitere Frage, ob der unlésliche, in kolloidaler Suspension 
gehaltene Stoff gerade ein Phosphat sein muB, oder ob auch andere 
kolloidale Suspensionen, welche keine Phosphorsiure enthalten, die 
Rolle der unléslichen Phosphate tibernehmen kénnen. Die daraufhin 
angestellten Versuche ergaben kurz zusammengefaBt, da} man auch 
in Abwesenheit von Phosphorsiure eine der natiirlichen Labwirkung 
mehr oder weniger ahnliche Gerinnung des Caseins durch das Lab- 
ferment enthalt, wenn man dafiir sorgt, daB in der Lésung irgend ein 
unlésliches Salz in kolloidaler Suspension gehalten wird. Die erste 
Versuchsanordnung bestand darin, die Phosphorsiure durch Oralsdure 
zu ersetzen. Dieser Versuch ist deshalb besonders bedeutungsvoll, 
weil die Oxalate in der Regel als Hemmungsmittel fiir die Labfallung 
gelten. Wenn man nimlich Milch mit Oxalat versetzt, so wird sie 
ungerinnbar durch Lab, weil sie die freien Ca-lonen der Lésung bindet. 
Wir werden aber sehen, daB unter geeigneten Bedingungen die An- 


1) O. Hammarsten, Malys Jahresber. 4, 135, 1874. 
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wesenheit von Oxalat die Gerinnbarkeit des Caseins durch Lab nicht 
unterdriickt, sondern im Gegenteil hervorruft. 

Fiir diesen Zweck wurde eine oxalsiurehaltige Caseinlésung her- 
gestellt, mit verschiedenen Mengen eines Calciumsalzes versetzt, derart 
daB das Calciumoxalat durch das Casein in kolloidaler Suspension 
gehalten wurde, und Labferment zugesetzt. Diese Mischung enthialt 
also keinerlei Phosphate. Es zeigte sich nun, daB bei geeigneten Mengen- 
verhaltnissen von Calcium und Oxalsdure, wenn nimlich alle Oxalsiure 
in Form von kolloidalem Calciumoxalat vorhanden und dann noch ein 
gewisser Uberschu8 von gelésten Kalksalzen zugegen war, ganz leicht 
Caseinlésungen herstellbar waren, welche an sich eine stark milchige 
Triibung ohne Neigung zur Koagulation zeigten, aber durch Labfermet 
ebenso leicht koaguliert werden konnten wie die gew6hnlichen phosphor- 
siurehaltigen Caseinlésungen. Eine geeignete Vorschrift fiir diesen 
Versuch ist folgende: 0,4g Casein, 6ccm n Na-Acetatlésung, 10 ccm 
m/15 Na-Oxalatlésung werden nach vélliger Lésung des Caseins mit 
Wasser auf 100 ccm aufgefiillt. Je 10 ccm dieser Lésung werden mit 
den in der Tabelle I angegebenen Mengen von CaCl,-Lésung versetzt. 
Wurde auBerdem nichts hinzugegeben, so hing es von der Menge des 
CaCl, ab, ob tiberhaupt eine Flockung entstand, oder ob das Calcium. 
oxalat in kolloidaler Lésung blieb. Die schiitzende Wirkung des Caseins 
ist so groB, daB selbst bei sehr hohen Ca-Konzentrationen nur maBige 
und unvollkomméne Flockungen entstehen. Abwirts von einer ge- 
wissen Ca-Konzentration tritt tiberhaupt keine Flockung ein. Wenn 
man nun diese, sei es ganz homogen getriibte, sei es andeutungsweise 
erkennbar kérnige Lésung mit Labferment versetzt, so tritt eine 
energische Ausflockung ein, welche in jeder Beziehung der gewohnlichen 
Labgerinnung ahnelt. Bei allzu geringer Konzentration von Calcium 
hért die Labwirkung schlieBlich auf, genau so wie bei der gewéhnlichen 
Labgerinnung bei Gegenwart von Phosphat. Hiermit ist bewiesen, 
da8B die Phosphorsaure ganz glatt durch Oxalsiure ersetzt werden kann 


Tabelle I. Ovxalat. 


Je 10 cem der im Text beschriebenen Casein-Oxalatlésung werden mit 
den in Spalte 2 angegebenen Kubikzentimetern einer in Spalte 1 bezeichneten 
CaCl,-Lésung versetzt, auf gleiches Volumen (l5ccm) mit Wasser auf- 
gefiillt und dazu gegeben a) 0,5ccm derselben Lablésung wie in den 
riiheren Versuchen, b) statt dessen 0,5 ccm Wasser. 





1 2 a b 


6,0n 5,0 bis 0,4 ccm ++++ _- 

0,6n | ae ee +++ -+ — 
0,9 cem ++ - 
0,7 bis 0,4 ccm — 

0,06 n os. Gt < — — 
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Dieser Versuch regt nun die Frage an, ob nicht das Caleitumphosphat 
iiberhaupt durch ein beliebiges Kolloid ersetzt werden kann und die 
Gegenwart eines Saureanions wie das der Phosphorsiure oder der 
Oxalsiure tiberhaupt entbehrt werden kann. Dieses Kolloid brauchte 
nur die Eigenschaft zu haben, daB es durch Calcium ausgeflockt wird, 
und daB das Casein gegeniiber dieser Flockung als Schutzkolloid wirkt. 
Als ein hierfiir geeignetes Kolloid erschien das Mastixsol. Am geeig- 
netsten erwies sich folgende Vorschrift: 0,1 g Casein wurde in 3 cem 
n Na-Acetatlésung und 5ccm Wasser gelést und mit Mastixsol auf 
100 cem aufgefiillt. Das letztere wurde hergestellt, indem 5 ccm einer 
5proz. alkoholischen Mastixlésung schnell mit 95 cem Wasser vermischt 
wurden. Wenn man diese Casein-Mastixmischung mit einer griBeren 
Menge CaCl, versetzt, so tritt auch ohne Lab eine energische Flockung 
ein. Geht man mit der Ca-Menge herunter, so kommt man schlieBlich 
an eine Grenze, wo die Flockung ausbleibt, obwohl unter gleichen 
Bedingungen, aber bei Abwesenheit von Casein, die Ca-Menge zur 
Flockung des Mastix ganz bei weitem ausreicht. Es handelt sich hier 
um die bekannte Schutzwirkung des Caseins. Wenn man nun eine 
solche durch Casein geschiitzte kalkhaltige Mastixliésung mit Labjerment 
versetzt, so tritt eine energische Flockung ein, welche in einer Versuchs- 
reihe mit absteigender Menge CaCl, erst bei sehr niederen Ca-Kon- 
zentrationen aufhdért. ' 


Tabelle 11. 


Mastix. 


Je 10 cem des im Text beschriebenen Gemisches von Mastixcasein 
werden mit den in Spalte 2 genannten Kubikzentimetern einer in 
Spalte 1 bezeichneten CaCl,-Lésung versetzt, mit Wasser auf 15 ccm 
aufgefiillt und mit 0,5cem Lablésung (NSpalte a) bzw. Wasser (Spalte b) 





versetzt. 

1 2 4 b 
6.0n 5.0 bis 0.4 ccm ++-+-+ t+rt 
0.6n  - ae +ttTt TTT 

rT TF aes 
0.06 n 50 . 36 . +++ 
34 ., 04 . — — 


SchlieBlich gelang es auch, die Labwirkung bei Abwesenheit 
jedes fremden Kolloids in einer Caseinlésung allein zu demonstrieren. 
Die Grundlage fiir die Anordnung dieser Versuche bildet folgende 
Tatsache. 























384 S. Marui: 


Tabelle 111. 
Reine Caseinlésung. 
Je 10cem einer Lésung von Casein in Natriumacetat (0,4 g¢ Casei) 
+ 6ccm n Na-Acetat, aufgefiillt mit Wasser auf 100 ccm) werden mit de: 
in Spalte 2 genannten Menge der in Spalte 1 genannten CaCl,-Lésun 
versetzt, auf licem mit Wasser aufgefiillt und je 0,5cem Lablésun: 
(Spalte a) bzw. 0,5ccem Wasser (Spalte b) zugegeben. 





1 2 a b 
6,0n 5.0 cem 4 4. Re er 
48 bis 4.6 ccm “fe fof 
4,2 ccm ee ee 


40 . tt++t+ — 
3.2 bis 2,8 ccm + 


a6, 31 . — _— 


| ee oe o-} : 

l,l ecm 4 ies 

0.9 bis 0.7 cem $f + , 

0,56 ccm pee oe 

04 phe a 
0,6n 5,0 bis 2,1 cem i + 4 

1,7 cem 4s i 

15 bis 1,3 ccm ++++4 

 . Go oo i ee pa 


056, 04 | t. im 
0,06n | 50 ” 04 7 om “ 


Casein ist bekanntlich in Wasser léslich, wenn man durch Zusatz 
eines geeigneten Salzes, wie Natriumbicarbonat oder Natriumacetat. 
das p, groB genug halt. Ich stellte die Lésung bei Gegenwart von 
Natriumacetat her, welches gegeniiber dem Bicarbonat den Vortei! 
hat, daB es bei Anwesenheit eines Ca-Salzes unter keinen Umstanden 
Veranlassung zur Abscheidung eines schwerléslichen Kalksalzes geben 
kann. Wenn man eine solche Caseinlésung in Na-Acetat mit CaCl, 
versetzt, so bildet sich je nach den Mengenverhaltnissen eine Flockung 
oder nicht. Bei sehr groBen Mengen von Kalk entsteht eine Fallung 
Geht man mit der-Ca-Menge herunter, so kommt eine breite Zone 
ohne Fallung, dann wieder eine Zone mit einer, wenn auch nicht sehr 
energischen Fallung, und schlieBlich hért die Wirkung des Ca auf 
Es zeigt sich also das Bild der sogenannten unregelmaBigen Reihen 
Versetzt man diese Lésungen gleichzeitig mit Labferment, so zeigt 
sich, daB alle Flockungszonen nach beiden Seiten hin stark verbreitert 
sind und daB gleichzeitig alle Flockungen viel energischer sind. So 
ist es méglich, gewisse Mischungen herzustellen, welche bei Abwesenheit 
von Lab eine gleichmaBige stabile Triibung bilden, aber nach Zusatz 
von Lab energisch ausgeflockt werden. Wir kénnen uns von dem 
Mechanismus dieser Wirkung etwa folgende Vorstellung machen 
Das Casein ist wahrscheinlich niemals vollkommen in molekular 








i 
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dispersem Zustande gelést, sondern immer in Form von gréberen 
Micellen. Die Micellen einer Lésung sind aber nicht von gleicher Grobe, 
sondern es finden sich stets kleinere und gréBere nebeneinander, be- 
sonders ist anzunehmen, daB die Micellen durchschnittlich um so 
kleiner werden, je starker das Casein ionisiert ist. Die Micellen einer 
stirker alkalischen Lésung sind durchschnittlich viel kleiner als in einer 
Lésung, welche sich naher dem isoelektrischen Punkt befindet. Das 
erkennt man schon an der Aufhellung einer triiben Caseinlésung, wenn 
man einen Uberschu8 an Alkali zugibt. Aber in einer Caseinlésung 
sind auf alle Fille kleinere und gréBere Micellen nebeneinander vor- 
handen. Zu denjenigen Stoffen, welche eine Vergréberung der Micellen 
bewirken, gehért auch CaCl,. Bei geeigneten Mengenverhiltnissen 
tritt geradezu eine Koagulation ein, in anderen Mengenverhaltnissen 
entsteht nur eine stabile milchige Triibung. In einer solchen befinden 
sich also offenbar relativ grobe Micellen, welche durch denjenigen 
Anteil des Caseins, welcher sich in feinerer Dispersion oder in starkerem 
lonisierungszustand befindet, vor der Ausflockung geschiitzt werden. 
Die groben Caseinmicellen spielen hier dieselbe Rolle wie die Mastix- 
micellen in dem vorigen Versuch. Die Wirkung des Labferments besteht 
darin, daB es die schiitzende Wirkung des feiner gelésten Caseins auf 
die gréberen Teilchen vernichtet. Unsere Ausdrucksweise, da? die 
gréberen Caseinmicellen durch eine Hiille von feiner dispersem Casein 
geschiitzt sind, kann man als eine andere Ausdrucksweise des gelaufigeren 
Bildes betrachten, daB die groben Micellen an ihrer Oberfliche teilweise 
ionisiert sind und die elektrische Doppelschicht einen der zur Stabili- 
sierung beitragenden Faktoren bildet. Wird diese oberflachliche Casein- 
schicht durch das Labferment angegriffen und in eine Schicht von 
,.Paracasein“ umgewandelt, so schiitzt diese Schicht nicht mehr gegen 
die fallende Wirkung des Calciums. 


Allgemeine SchluBfoigerungen fiir die Theorie der Labwirkung. 


Wenn wir nunmehr versuchen wollen, die beschriebenen Tatsachen 
zu benutzen, um uns eine allgemeine Vorstellung von dem Wesen der 
Labgerinnung zu machen, so wiirden sich folgende Annahmen emp- 
fehlen. Die Vorbedingung dafiir, daB das Labferment in irgend einer 
Lésung eine sichtbare Gerinnung hervorruft, ist das Vorhandensein 
irgend eines Kolloids, welches seine Stabilitat dem Umstand verdankt, 
daB es durch gleichzeitige Anwesenheit von Casein geschiitzt ist. Die 
chemische Natur des Kolloids ist belanglos, es mu8 nur so beschaffen 
sein, daB es unter den gegebenen Bedingungen, also bei gegebener 
Temperatur, bei gegebenem Elektrolytgehalt, allein nicht stabil ware. 
aber durch Casein in stabilem Zustande erhalten wird. Dieses an sich 
instabile Kolloid kénnen wir als die ,,kolloidale Grundlage“ der Lésung 
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bezeichnen. Wir konnten diese in unseren Versuchen darstellen durch 
Calciumphosphat oder Calciumoxalat oder durch  calciumhaltige 
Mastixlésung oder auch durch calciumhaltiges Casein selbst. Wir 
konnten ferner zeigen, daB das Calcium nicht ein notwendiger Bestandtei! 
der kolloidalen Grundlage ist, sondern durch andere mehrwertige 
Kationen ersetzt werden kann, wenn nur die durch diese Ionen an sich 
hervorgerufenen Flockungen durch Casein vor der Ausflockung geschiitzt 
werden kénnen. Die Uberlegenheit des Calciums vor anderen Ionen 
besteht nur darin, daB die durch Ca hervorgerufenen Flockungen in 
elektronegativen Kolloiden durch Casein besonders leicht vor der 
Flockung geschiitzt werden kénnen. Die Wirkung des Labferments 
besteht nun darin, daB es das Casein, welches die kolloidalen Teilchen 
schiitzend umgibt, derart verindert, daB die Schutzwirkung aufhdért. 
Worin diese Verinderung besteht, dariiber gibt diese Untersuchung 
keinen AufschluB; jedoch darf man annehmen, daB es sich um eine 
chemische Veranderung des Caseins handelt, entsprechend der iiblichen 
Anschauung, daB das Casein durch das Lab in Paracasein umgewandelt 
wird. Das Paracasein wirkt nicht mehr als Schutzkolloid unter den 
gleichen Bedingungen, unter denen das Casein noch als solches wirkt. 

Die Rolle des Calciums bei der Gerinnung der natiirlichen Milch 
ist also eine doppelte. Das Calcium ist in der Milch in zwei Formen 
vorhanden, in geburidener und in‘freier Form. Das gebundene Calcium 
bildet zum Teil das unléslivhe, aber suspendierte Calciumphosphat, 
zum Teil diirfte es auch in den gréberen Micellen des Caseins adsorbiert 
enthalten sein. Dieser gebundene Teil des Calciums spielt die Rolle, 
dal er die ,,kolloidale Grundlage“ der Lésung schafft, welche nicht 
stabil ware, wenn sie nicht durch Casein geschiitzt wire. Ein anderer 
Teil des Calciums ist in Form von freien Ionen vorhanden. Dieser Teil 
des Calciums hat die Rolle, daB er die Flockung der nach der Labwirkung 
nicht mehr geschiitzten kolloidalen Grundlage der Lésung herbeifiihrt. 
Die Wirkung des Ferments besteht in einer Umwandlung der aus 
Casein bestehenden Schutzhiille der kolloidalen Grundlage in Para- 
casein, welches nicht mehr gegen die Wirkung der frei gelésten Ca-lonen 
schiitzt. 

Es gibt nur eine Tatsache, welche auf den ersten Augenblick mit 
dieser Auffassung von dem Mechanismus der Labwirkung nicht ver- 
einbar zu sein scheint. Wir hatten namlich beschrieben, daB eine Casein- 
lésung durch bloBes Erhitzen in einen Zustand versetzt wird, in dem 
es gegen Lab unempfindlicher wird. Im Sinne unserer obigen Auf- 
fassung kénnen wir statt dessen auch sagen, daB das Schutzvermégen 
des Caseins durch Erhitzen erhéht wird. Um die schiitzende Wirkung 
des Caseins zu vernichten, wird es nicht notwendig sein, daB das ganze 
Casein, welches die Schutzhiille bildet, in Paracasein umgewandelt 
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wird. Schon bei einer partiellen Umwandlung wird die Schutzwirkung 
ufhéren, da ja auch die Schutzwirkung eines Kolloids von der Kon- 
zentration abhingt und einen unteren Schwellenwert besitzt. Wenn 
ilso vorher erwairmtes Casein als Schutzkolloid fungiert und wenn 
wir annehmen, da} dieses eine gréBere Schutzwirkung hat als gewéhn- 
liches Casein, so kénnte man damit erkliren, warum vorher erwirmtes 


Casein gegen Lab unempfindlicher ist, d. h. bei gleicher Labmenge 


gréGBerer Zeit bis zur Gerinnung bedarf oder bei gleicher Gerinnungszeit 
gréBere Labmengen erfordert. Die Wirkung der Hitze auf das Casein 
wiirde sich also allen friiheren Vorstellungen gut anpassen, wenn wir 
in der Tat nachweisen kénnten, daB das Schutzvermégen des erhitzten 
Caseins iiberhaupt gréBer ist als das des gewéhnlichen Caseins. Dies 


konnte in der Tat gezeigt werden. Es wird namlich auch die Fallbarkeit 
einer Lésung von Casein in Na-Acetat durch CaCl,, bei Abwesenheit 
von Labferment, stark verringert, wenn man das Casein vorher er- 
wirmt, wie folgender Versuch zeigt. 

Die Versuche wurden in folgender Weise angestellt. Eine Lésung von 
0.4 g¢ Casein und 6 cem n Na-Acetat in 100 cem Wasser wurde bei Zimmer- 
temperatur von 23°C hergestellt und zum Teil ohne weitere Vorbehandlung 
fiir die folgenden Versuche benutzt (Versuchsreihe b der Tabelle TV), zum 
anderen Teil wurde sie eine halbe Stunde lang im siedenden Wasserbade 
erhitzt und dann erst fiir die Versuche benutzt (Reihe a). Diese beiden 
Lésungen wurden in Parallelversuchen mit den in Tabelle 1V angegebenen 
Mengen von CaCl, versetzt. In beiden Versuchsreihen erkennt man wieder 
die sogenannten unregelmaéBigen Reihen, eine erste Flockungszone bei den 
héchsten Konzentrationen von Ca, dann eine Zone ohne Flockung, dann 
eine zweite Flockungszone und schlieBlich wieder eine Zone ohne Flockung. 
Vergleicht man die erste Flockungszone in beiden Versuchsreihen, so er 
scheint sie in den Versuchen mit gekochtem Casein (a) ein wenig verbreitert. 
Dies ist aber nicht die uns interessierende Zone, weil sie nicht die fiir Lab- 


Tabelle IV. 


Je 10 cem der im Text beschriebenen Lésung von Casein in Natrium- 
acetat werden mit der in Spalte 2 genannten Menge der in Spalte I ge- 
nannten CaCl,-Lésung versetzt, auf 15ccm mit Wasser aufgefillt und je 
0,5cem Wasser zugegeben. 

Spalte a: gekochte Casein- und Natriumacetatlésung. 

Spalte b: rohe Casein- und Natriumacetatlésung. 





5.0 bis 4,6 cem 4 
Ss... aP «= 4. 

oo . Ge -« ai 
3,2 ccm i 
2.6 bis 1,7 ccm 

1.7 ecm 

0.7 bis 04 ccm 

60 . O04 , 
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wirkung giinstigste Zone dargestellt. Vergleichen wir aber die zweite 
Flockungszone in beiden Versuchsreihen, so bemerken wir, daB die fallence 
Wirkung des Ca in den Versuchen mit erhitztem Casein so stark abgeschwiicht 
ist, daB sie iiberhaupt kaum noch erkennbar ist. Die Flockung tritt nur 
noch in Spuren ein, der gr6éBte Teil des Caseins bleibt in Form einer dick 
milchigen Triibung stabil suspendiert, und auBerdem ist die Breite diese: 
Flockungszone beim erhitzten Casein stark eingeengt gegeniiber der beim 
unerhitzten Casein. Wir kénnen also sagen, dal} die feinen Caseinteilchen, 
welche als Schutzkolloid fiir die gréberen wirken, eine viel gréBere Schutz. 
wirkung ausiiben, wenn sie aus vorher erhitztem Casein bestehen, als wenn 
sie aus unerhitztem Casein bestehen. Hiermit ist also bewiesen, daB die 
Schutzkraft des erhitzten Caseins iiberhaupt viel gréBer ist als die des 
unerhitzten Caseins. 

Wir kénnen also die Resultate dieser Untersuchungen folgender-. 
maben zusammenfassen : 

Jede beliebige Suspension, welche an sich nicht stabil ist und 
nur dadurch stabil wird, daB-sie durch Casein geschiitzt wird, wird 
durch Labferment zur Gerinnung gebracht. Die Micellen desjenigen 
Kolloids, welche durch das Casein geschiitzt sind, kénnen aus einem 
ganz beliebigen Stoff bestehen. Es kénnen z. B. unlésliche Kalksalze 
sein, aber der Kalkgehalt ist hier nichts Wesentliches. Andere beliebige 
unlésliche Substanzen kénnen ebensogut die Grundlage des Kolloids 
bilden. Die Wirkung des Labferments besteht darin, daB es das in 
der Schutzhiille befindliche Casein in einen Stoff umwandelt, welcher 
keine oder nur eine geringe Schutzwirkung auf die kolloidale Grundlage 
ausiibt. Hat die Lésung eine derartige Zusammensetzung, da} ohne 
den Schutz durch Casein das Kolloid an sich nicht mehr stabil ware, 
so veranlaBt die Labwirkung die Ausflockung. Eine solche Bedingung, 
dafS das Kolloid ohne die Schutzwirkung des Caseins nicht mehr be- 
stindig ist, ist z. B. die Anwesenheit freier lonen eines mehrwertigen 
Metalls wie Calcium in der umgebenden Lésung. 














Photoaktivititsstudien. 


Il. Mitteilung: 


Einwirkung des Suprarenins auf die photographische Platte. 


Von 


Hermann Vollmer. 
(Aus dem Kaiserin-Auguste-Victoria-Haus zu Berlin-Charlottenburg.) 
(Eingegangen am 13. April 1926.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Zusammenhinge, die zwischen dem innersekretorischen System 
und der Rachitis angenommen werden und die sich teils auf Tier- 
experimente, teils auf erfolgreiche therapeutische Versuche am rachiti- 
schen Saugling stiitzen, lieBen daran denken, daB vielleicht auch einige 
Hormone Trager photoaktiver Eigenschaften seien. Unter den Inkreten 
scheint dem Adrenalin die engste Beziehung zur Rachitis zuzukommen. 
Dafiir sprechen einerseits die therapeutischen Versuche Stoeltzners, 
andererseits der Hinweis des Verfassers, daf Adrenalin in seinem 
zweiphasischen Wirkungsablauf am gesunden Menschen das _ blut- 
chemische Syndrom zunachst der Rachitis, dann der Tetanie aus- 
zulésen vermag. Darum haben wir in erster Linie dem Adrenalin, 
spiter auch anderen Hormonen unsere Aufmerksamkeit geschenkt. 
Hinsichtlich der Methode verweisen wir auf die Angaben der ersten 
Mitteilung. 

Belfunde. 


1. Suprarenin 1: 1000 erzeugt auf der photographischen Platte 
einen starken entwickelbaren Effekt. Im Gegensatz zu den friiher 
untersuchten Substanzen spaltet Suprarenin nicht Jod aus Jodkalium 
ab. Die ,,Photoaktivitaét“ ist also nicht durch ein Superoxyd bedingt. 
Durch einstiindige Hdéhensonnenbestrahlung wird die Photoaktivitat 
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des Suprarenins etwas verstdrkt. Die Jodkaliumstirkereaktion bleibt 


auch nach der Bestrahlung negatiy 





Abb. 1. Suprarenin 


1 eine Stunde bestrahit 2 unbestrahlit 


2. Die Photoaktivitat des Suprarenins ist gesetzmibig abhdngig 
von seiner Wasserstoffionenkonzentration Saure erhdéht, Alkali ver 
nichtet seine photochemische Wirksamkeit. Dies geht deutlich aus 
der Abb. 2 hervor, welche die Photoeffekte folgender Lésungen ver- 


anschaulicht 





Nr 1 2 3 4 5 6 7 
Suprarenin 1; 1000. 05 05 05 0.5 0.5 0.5 05 
n/ji0O H,.SO, .... 05 0.3 0.1 0 0 0 0 
n/l0 NaOH .... 0 0 0 0 01 0.3 0.5 
Ao Be. 2s sss 0 0,2 0,4 0.5 0,4 0,2 0 


Photoeffekt ae t — — 





Abb. 2. 


Einflu8 von Saure und Alkali auf die Photoaktivitat des Suprarenins 


3. Langere Zeit stehendes Suprarenin verliert allmdhlich sein 
Photoaktivitat. Uhr Verlust geht mit dem Verlust der hypergl ykdmischen 
Wirkung einher. Als Beispiel fiihren wir folgenden Kaninchen- 


versuch an: 
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Blutzucker g-Proz 


i a ae 0,115 

1.2 cem photoinaktives Suprarenin subkutan 
Nach 15 Minuten .. . 0,116 
» @ 3 = en 0,117 
60 ia a 0,114 


4. Alteres, inaktiv gewordenes Suprarenin kann durch Héhen- 
sonnenbestrahlung voriibergehend reaktiviert werden (s. Abb. 4). Wieder- 
holte Reaktivierung gelingt nicht. 

5. Verschiedene Insuline erwiesen sich bestrahlt und unbestrahlt 
ils photochemisch wnwirksam. Insulin verstérkt aber deutlich die 
Photoaktivitét des Suprarenins. Da Insulin (Leo) sauer reagiert, ist 
seine photoaktivierende Wirkung auf Suprarenin méglicherweise nur 





Abb. 3. 
1 03ccm Suprarenin + 0.8 com Wasser 
2 03ccm Suprarenin 0.8 ccm Insulin. 
eine Saurewirkung. Auch Insulin Suprarenin verliert allmahlich 


seine Photoaktivitat und ist durch Bestrahlung nicht mehr zu reakti- 
vieren. 

Aus Abb. 4, bei der ein nur noch schwach aktives Adrenalin zur 
Verwendung kam, ist die aktivierende Wirkung des Insulins besonders 
deutlich zu erkennen. Aus ihr geht zugleich hervor, daB Aktivierung 
des Adrenalins durch Ultraviolettlicht den Verlust der Aktivitat be- 
schleunigt, da andererseits inaktiv gewordenes, noch nicht bestrahltes 
Suprarenin sich durch Héhensonne reaktivieren labt 


6. Andere Hormonpriparate, wie Pitu-, Thymo- und Ovo- 
glandol, zeigten weder unbestrahit noch bestrahlt eine  photo- 
chemische Wirkung. 

Auch hier beschrinken wir uns vorlaufig auf die Aufzihlung der 
Befunde und lassen die chemischen und biologischen Zusammenhange 
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zwischen Adrenalin und den friiher als photoaktiv erkannten Sub 
stanzen zunachst unerértert. Ihre teilweise Gemeinsamkeit hinsichtlich 





1 Suprarenin | : 1000 la = 1 lb la 

(altes Praparat) 

2 Stunden bestrahit »4 Stunden 24 Stunden 
2 =1 unbestrahlt 2a 2 spater 2b 2a Spater 

> 2 . 1 Stunde 
3 Suprarenin (2) 3a 3 exponiert 3b 3a 
Insulin 1:1 bestrahit. 

4 Insulin. 4a 4 4b 4a 


der antirachitischen Wirkung ist auffallig genug, um weiterer Unter- 
suchungen wert zu sein. In der folgenden Mitteilung berichten wi 
iiber die Wirkung photoaktiver Substanzen auf den Blutzuckerspiegel. 
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Beitrige zu einer Pharmakologie der Konzentrationsinderungen. 


V. Mitteilung: 


Potentialwirkungen einiger Alkohole und Aldehyde. 


Von 
L. Jendrassik und H. Tangl. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Budapest.) 
(Eingegangen am 14. April 1926.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


W. Straub, der zum erstenmal auf die voriibergehende Natur einer 
pharmakologischen Wirkung aufmerksam machte, dachte noch, dab 
nur gewisse Stoffe sich in dieser Weise verhalten (1). Fiir diese schlug 
er die Benennung ,,Potentialgifte“ vor, und die kurze Dauer der Wirkung 
erklarte er mit der Annahme, daf nicht das Vorhandensein, sondern 
nur der ProzeB des Eindiffundierens dieser Stoffe in das Organ den 
Reiz bildet. 

Unsere Versuche zeigen aber (in Verbindung mit den Ergebnissen 
anderer Autoren), da®B dergleiche voriibergehende Wirkungen sehr ver- 
breitet sind. Es gibt ja kaum Stoffe, die nicht auch auf diese Weise (durch 


den ProzeB der Verainderung ihrer Konzentration) wirken kénnten. In 
den bisherigen Mitteilungen beschrieben wir die Potentialwirkungen ver- 
schiedener Ionen und des Adrenalins (2) (3) (4) (5). In dem folgenden 


seien in Kiirze die Wirkungen geschildert, die einige Alkohole und andere 
nahestehende Verbindungen am Kaninchendarm hervorrufen. Sie bilden 
weitere Beweise fiir die allgemeine Verbreitung der Potentialwirkungen 

Die Methodik dieser Versuche ist in der ersten Mitteilung beschrieben. 
Die Gaben beziehen sich auf 75 cem Tyrodelésung (ohne Mg- und Phosphat 


gehalt). 


Methylalkohol wnd Athylalkohol rufen in geeigneten Gaben schwache 
oder mittelstarke, aber voriibergehende Kontrakturen hervor, nach 
deren Abklingen die Héhe der Spontankontraktionen gesunken ist. 
Bei héheren Gaben ist diese hemmende Wirkung starker ausgepragt, 
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so dab die Kontraktionen fast ganz verschwinden kénnen Geber 
wir nach diesen Alkoholen dem Darm wieder frische Tyrodelésung, so 
tritt eine Hemmung der motorischen Funktion hervor (Tonusabfal 
und weiteres Sinken der Amplituden), welche aber nur einige Minuten 
dauert und sobald der normalen Darmtatigkeit Platz gibt (Abb. 1) 

Oft finden wir als Nachwirkung der Alkoholbehandlung, daB dik 
Spontankontraktionen nach dem Auswaschen eine Weile noch héher 
bleiben.) 

Die Empfindlichkeit des Darms unterscheidet sich gegeniiber Methy] 
und Athvlalkohol nicht wesentlich. Jedoch scheint die zu eben merkbare: 
Kontraktur nétige Gabe beim Athylalkohol (0,25 cem) etwas niedriger zu 
liegen, als beim Methylalkohol (0,5 ccm). Kontraktur und Hemmung sind 
auBerdem beim Athylalkohol in starkerem Grade ausgepragt. 

Der voriibergehende Charakter 
der Erregungskontrakturen wird 
nicht durch Abbau, eventuell Ver- 
brennung des Alkohols  bedingt 
(Hierauf weist schon das Vorhanden- 
sein der Diminutionswirkung hin.) 
Wenn wir nach Riickgang der Er- 
regungskontraktur die mit Alkoho! 
versetzte Tyrodelésung entfernen 
und einige Minuten spiter — nach 
normaler Lésung — wieder am Darm 
einwirken lassen, so erhalten wir 
dieselben Augmentations- und Di- 
minutionswirkungen wie im ersten 
Falle. Auch die Konzentration des 
Alkohols ist daher praktisch nicht 
verandert (Abb. 2). 





Abb. ! 


Die erregenden Wirkungen, die wit 


Augmentations. und Diminutionswirkung von beim Zufiigen von Methy l- und At hy! 


Athylalkohol am Kaninchendarm 
Ty = Tyrodelésung alkohol erhalten, sind daher Aug 


mentationswirkungen (also Potential- 
wirkungen). Die zweite, lahmende Phase ist (besonders bei héheren Dosen) 
.manenter’ Natur. Diese kénnte der narkotischen Wirkung entsprechen. 
Diese Verhaltnisse Ahneln den Wirkungen, die nach den Befunden von 
W. Burridge (6) der Athylalkohol am Froschherzen entfaltet. Die Wirkung 
besteht namlich auch dort aus zwei verschiedenen Phasen. Erst zeigt sic! 
eine voriibergehende negativ inotrope Wirkung, nachher eine allmahliche 
Verstarkung der Kontraktionen Beim Riickgang zur Ringerlésung 
erfolyt wieder eine positiv inotrope Welle, welche dann in eine (ebenso 
voribergehende ) negativ imotrope Phase iibergeht. Die Erklarung, clic 
Burridge tir diese Erscheinungen gibt, wird uns noch an anderer Stelle 
beschaftigen. Hier méchten wir nur darauf aufmerksam machen, daB dis 
Wirkungen des Alkohols am entgegengesetzt innervierten Herz und Darm 


fast als Spiegelbilder voneinander erscheinen 
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Abb. 2 


Athylalkohol ist auch bei abgeklungener Wirkung in der Lésung vorhanden 
A 75ecm Tyrodelésung T com Athylalkohol enthaltend.. 
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Potentialwirkungen von Propylalkoh Ty 1. Auswascher » Ty » Auswascher 
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Beim Propyl-'), Butyl-*), und Amylalkohol*) ist die lahmende 
Wirkung viel starker ausgeprigt. Entsprechend kleine Gaben (0,02 
bis 0,l cem) kénnen zwar den Darm noch rein erregend beeinflussen, 
oberhalb 0,l cem ist aber die laihmende Phase stirker und geht oft 
mit einem vdélligen Verschwinden des Automatismus einher. Die 
Diminutionswirkung dieser Alkohole ist in jedem Falle Erregung in 
der Gestalt einer schwachen, manchmal auch starken Kontraktur 
(s. Abb. 3). 

Y. Kuno (7) studierte bereits den EinfluB der aliphatischen Alkohole 
auf die Bewegungen des Kaninchendarms, ohne aber auch die Diminutions- 
wirkungen zu verfolgen. Nach ihm ergeben Propylalkohol und héhere 
Glieder der Reihe beim Zufiigen nie eine Erregung. Unsere Versuche 
sprechen gegen diese Behauptung. Was sich von dem Propylalkohol nach 
aufwarts andert, ist die Richtung der Diminutionswirkung, was von hieraus 
erregend zu sein beginnt. 

Die Wirkung des Formaldehyds ist am Darm rein lahmend. Kleine 
Gaben (0,1 bis 0,2 cem einer 4proz. Lésung) bewirken eine allmahliche 
Verkleinerung der Bewegungsamplituden. Eine etwas héhere Dosis 
(0,5 cem) hemmt sofort stark, und die Bewegungen kénnen auch sofort 
ganz verschwinden. Diese Wirkung ist aber zum Teil voriibergehend, 
also wahrscheinlich Augmentationswirkung. In normaler Tyrodelésung 
kehrt die normale Tatigkeit nur allmahlich wieder. Der Formaldehyd 
besitzt daher keine D-Wirkung. Dies ist ein deutliches Beispiel dafiir, 
dap nicht jede Lahmung durch eine Diminutionserregung gefolgt wird. 

Beim Acetaldehyd sind kleine Gaben erregend (z. B. 0,05 bis 0,1 cem 
einer 10proz. Lésung) und verursachen voriibergehende Kontrakturen 
von betrachtlicher Héhe. Auf gréBere Gaben (10fache der erwahnten) 
kommt eine hemmende Wirkung zum Vorschein (was hier und da 
durch einige fliichtige Kontrakturen durchbrochen wird). Die D-Wirkung 
ist so nach kleinen wie groBen Gaben sehr schwach, scheint aber doch 
der entsprechenden A-Wirkung entgegengesetzt zu sein. 

Nach Abderhalden, Paffrath und Sickel (8) verursacht der Acetaldehyd 
am Diinndarm des Meerschweinchens langsam einsetzende Dauerkontrak- 
turen. Auf Grund der langsamen Entwicklung des Zustandes rechnen sie 
mit der Méglichkeit, daB Acetaldehyd mit dem Cholin der Darmwand zu 
Acetylcholi: synthetisiert wird. Da Acetylcholin am Darm 500- bis 1000ma! 
starker erregend wirkt als das Cholin, kénnte die Kontraktur einfach durch 
Verstarkung der Cholinwirkung erklart werden. Le Heux (9), der die 
Anwesenheit des Cholins in der Darmwand bewiesen hatte, dachte zuerst 
daran, mit der Estersynthese die erregende Wirkung gewisser organischer 
Sauren, wie Essigsaiure, Brenztraubensiure usw. zu erklaren. In einer 
friiheren Mitteilung bewiesen wir die Unrichtigkeit dieser Auffassung (10). 


') Normal. 
*) Normal und tertiar. 
3) Lsoamylalkohol (bei 128,3° destilliert, von Herrn Prof. Hari erhalten). 
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Die Méglichkeit einer solchen Estersynthese konnten auch Abderhalden 
und seine Mitarbeiter nicht nachweisen, waren aber trotzdem geneigt, im 
Falle des Acetaldehyds eine solche fiir méglich zu halten. 





Abb. 4. Acetaldehyd ist auch nach 0.05 mg Atropinsulfat wirksam 


Die Frage, ob aus Acet- 
aldehyd der Cholinester entsteht 
und hierdurch seine erregende 
Wirkung entfaltet, haben wir 
auch mittels Atropin  unter- 
sucht, wie wir dies im Falle 
der Essigsiure getan haben. Da 
die Wirkung des Acetylcholins 
nach vorher verabreichtem Atropin 
nicht erfolgen kann, mute auch 
die Wirkung des Acetaldehyds 
ausbleiben, falls sie durch Ester- 
synthese erfolgen wiirde. Unsere 
Versuche zeigen aber, dah Acet- 
aldehyd auch nach Atropin wirken 
kann, nur ist die Kontraktur- 
héhie weniger hoch (Abb. 4). 
(Man sieht aber auch bei anderen 
Muskelgiften, wie z. B. Kalium, 
minder hohe Kontrakturen nach 
Atropin.) Infolgedessen kommt die Erregung am Kaninchendarm 





Abb. 5. Potentialwirkungen von Glycerin 


nicht nur durch Estersynthese zustande, und der Aldehyd besitzt eine 


eigene Augmentationswirkung. 
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Aceton verursacht schon zwischen 0,1 bis 0,3 cem deutliche voriiber- 
gehende Kontrakturen am Darm. Seine Diminutionswirkung ist 
Hemmung. 

Glycerin untersuchten wir als Beispiel eines mehrwertigen Alkohols. 
0,1 ccm!) bewirkt eine zum Teil veriibergehende Hemmung, wonach 
die Bewegungsamplitude auch manent erniedrigt bleibt. Die Diminutions- 
wirkung ist Erregung: eine voriibergehende Kontraktur (Abb. 5). 


Zusammenfassung. 

Methyl-, Athyl-, Propyl-, Butyl- und Amylalkohol, Glycerin, 
Formaldehyd, Acetaldehyd, Aceton ergeben ausgeprigte Potential- 
wirkungen am iiberlebenden Kaninchendarm. Die D-Wirkung ist 
auch bei diesen Verbindungen der A-Wirkung gewoéhnlich entgegen- 
gesetzt gerichtet. Zwischen der Starke beider besteht aber keine Pro- 
portionalitat. Es gibt stark erregende und hemmende Wirkungen, 
wonach die D-Wirkung sehr schwach oder gar nicht vorhanden ist. 
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Uber das Komplement der Amylasen. 
Von 
Hans Pringsheim und Georg Otto. 
(Aus dem chemischen Institut der Universitit Berlin.) 
(Eingegangen am 15. April 1926.) 


Die von uns vor 3 Jahren gemachte Entdeckung, daB sich die 





Verzuckerung des Grenzdextrins zu Maltose — und nur dieser Teil der 
amylolytischen Spaltung — durch einen in der Hefe vorhandenen 
Aktivator bis zur 100proz. Maltosebildung erzwingen laBt, wurde in 
der Zwischenzeit mehrfach bestitigt: Sjéberg*) widmete dieser Frage 
eine besondere Mitteilung, H. Liiers und Winninger*) begriindeten 
darauf eine verbesserte Methode zur Bestimmung der Starke, und 
Kuhn*) hat das Komplement in den Kreis seiner theoretischen Be- 
trachtungen tiber den Wirkungsmechanismus der Amylase einbezogen 
und als Affinitatsvermittler gedeutet. Auch L.de Hoop und van Laer®) 
bestitigen unsere Versuche. 

Um die Untersuchung des Komplements auf eine sichere Basis 
zu stellen, gingen wir von seiner qualitativen zu seiner quantitativen 
Auswertung tiber, wofiir verschiedene Voraussetzungen zu erfiillen 
waren: Erstens muften wir im Besitze eines jeder Zeit greifbaren 
Amylasepriaparats sein, welches die Starke ohne zu groBbe Abweichungen 
mit einer stets reproduzierbaren Reaktionskinetik spaltete; zweitens 
muBte die durch das Komplement ausgeléste Reaktionsbeschleunigung 
jenseits des Grenzabbaues gleichfalls ohne zu weite Schwankungen 
reproduzierbar sein. Bei der Erfiillung dieser beiden Bedingungen 
kénnte die Komplementwirksamkeit quantitativ gemessen und aus- 
gedriickt werden. 


1) Dritte Mitteilung: H. Pringsheim und A. Beiser, diese Zeitschr. 148, 
336, 1924. 

2) Ebendaseibst 159, 468, 1925. 

3) Zeitschr. f. d. ges. Brauereiwesen 48, 35, 1925. 

4) A. 448, 1, und zwar 5, 1925. 

5) Diese Zeitschr. 155, 255, 1925. 
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Als Amylasenpraparat eignete sich besser als der leicht alternde 
Malzauszug ein maltasefreies Pankreatinpriparat, dessen unter be- 
stimmten Konzentrationsbedingungen hergestellter Extrakt, wie das 
im Versuchsteil beschrieben wird, fiir unsere Zwecke geeignet war. 
Weit schwieriger war die Einstellung des Hefeaktivators auf eine stets 
gleichbleibende Reaktionsbeschleunigung; in dieser Beziehung ist eine 
gewisse Einschrinkung notwendig, da es nicht gelingt, zwei Hefe- 
autolysate von genau gleichem Aktivierungsvermégen darzustellen, 
selbst dasselbe Autolysat gibt Abweichungen bis zu 5 Proz. Die Ge- 
nauigkeit des von uns festgelegten Komplementwertes ist entsprechend 
begrenzt. Wir haben bisher noch keine eindeutigen quantitativen 
Beziehungen zwischen Komplementmenge und Aktivierungsgrad fest - 
stellen kénnen. Da uns andererseits auch eine Isolierung aktiven 
Komplements rein oder unrein in fester Form aus den Autolysaten 
noch nicht gegliickt ist, kinnen wir keine Komplementwerte als absolute 
Charakteristika des festen Fermentpriparats einfiihren. Wir begniigten 
uns vorlaufig mit der Messung der Aktivitat eines Komplement- 
praparats (A,,) durch die Differenz zwischen der Maltosemenge, 
die durch 5ecem 2proz. Pankreatinextrakts in 50 ccm Il proz. Stirke- 
losung bei p, = 5,3 und 37° einerseits, und der Maltosemenge, die in 
der gleichen Versuchslésung durch Zusatz der gleichen Menge Hefe- 
autolysat nach 7 Stunden andererseits gebildet wird. 


Ago, Prozent Maltose,,, . xo. — Prozent Maltose,,, 
(Am. = Amylase, Ko. = Komplement). 


Diese Ay,.-Werte gestatten uns, die relative Anderung der Aktivitat 
einer gegebenen Komplementlésung bei den verschiedenen mit ihr 
vorgenommenen Operationen zum Ausdruck zu bringen. 

Das Ziel unserer Versuche war eine Anreicherung unseres Kom- 
plements. Als Vorbereitung fiir eine eventuelle Adsorption des Kom- 
plements wollten wir es in eine klare, von Eiweibstoffen ungetriibte 
Léisung bringen. Bei dem Versuch, dieses Ziel durch Zentrifugieren zu 
erreichen, erhielten wir iiber einem EiweiBabsatz eine mehr oder weniger 
klare Lésung, die aber komplementfrei war, konsequenterweise war 
das Komplement schon vom EiweiB ohne den Zusatz eines besonderen 
Adsorbens niedergeschlagen worden. Hier tauchte der Gedanke auf, 
daB das EiweiB selbst als adsorbierendes Kolloid fiir das Komplement 
gedient hatte. Da es aus dieser Bindung durch Elution nicht zu be- 
freien war, versuchten wir, das EiweiB auf fermentativem Wege durch 
Pepsinverdauung zu zerstéren. Hierbei machten wir die erste be- 
merkenswerte Beobachtung, namlich die einer betrachtlichen Steigerung 
der Komplementwirkung unter dem EinfluB der Eiweibhydrolyse, und 
zwar auf das Drei- bis Vierfache. Verdauten wir nun Hefeautolysate 
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bei py = 2 mit Pepsin, so lieB sich danach ein noch durch Kieselgur 
geklartes Filtrat gewinnen, in dem das Komplement in der verstarkten 
Form vorhanden war. Der Versuch, das Komplement aus dieser klaren 
Lésung mit verschiedenen Adsorbentien, wie Kaolin und £-Aluminium- 
hydroxyd ), bei saurer, neutraler oder alkalischer Reaktion zu adsorbieren, 
verlief vollkommen negativ. Auch mit kolloidalem Eisenhydroxyd 
lieB es sich nicht niederschlagen. Wir gingen daraufhin dazu iiber, die 
Hitzebestandigkeit des Komplements erneut zu priifen; in dieser klaren 
Lésung fanden wir nach 15 Minuten langem Erhitzen im kochenden 
Wasserbade keinerlei Schwichung. Der friihere Befund der Hitze- 
zerstérung in den rohen Autolysaten ist offenbar auf Ausfaillung mit 
den koagulierenden EiweiBkérpern zuriickzufiihren. Mit der so ge- 
wonnenen klaren Komplementlésung gelang uns die Aktivierung der 
Grenzdextrinspaltung in vorziiglicher Weise. Durch Konzentration 
seiner Lésung im Vakuum lie® sich die Wirkung sehr verstarken, jedoch 
hat weder der Glihriickstand noch das mit Alkohol aus der konzen- 
trierten Lésung ausgefiallte Pulver den Effekt des Aktivators. Ersteres 
schlieBt aus, daB es sich um eine reine Salzwirkung handelt. 

Da uns die Adsorption mit den fiir Fermenten iiblichen Adsorbenzien 
miBlungen war, wir aber andererseits ein Niederschlagen des Kom- 
plements durch das Hefeeiweif beobachtet hatten, so kamen wir auf 
den Gedanken, eine Adsorption durch auskoagulierendes Hihner- 
eiweiB zu vollziehen und das Komplement aus dem Koagulat durch 
Pepsin in Freiheit zu setzen. Es zeigte sich wider Erwarten, dab die 
so vorbehandelte Hefelésung zwar kein Komplement verliert, jedoch 
trat bei der Kontrolle im Pepsinhydrolysat des abzentrifugierten 
Hiihnereiweibes starke Komplementwirkung auf. Es zeigte sich weiter, 
daB Hithnereiweib, welches nie mit Hefeautolysat in Bertihrung gebracht 
worden war, nach der Pepsinverdauung als Komplement der Amylasen 
fungieren konnte. Es geht daraus hervor, daB es sich bei der Pepsin- 
verdauung der Hefeautolysate nicht um eine Freisetzung von an Eiweil 
adsorbiertem Komplement, sondern um eine Neubildung handelt. 
Als Urstoff kénnen alle in der Hefe und im Hiihnereiweif8 vorhandenen 
durch Pepsin spaltbaren Stoffe in Frage kommen. 


Il. 

Nach den geschilderten Eigenschaften wird das Komplement der 
Amylasen aus der Reihe der durch Hitze zerstérbaren Kinasen, z. B. der 
Enterokinase, herausgehoben und muf den Cofermenten angegliedert 
werden. Nicht nur seine Hitzebestindigkeit und Dialysierbarkeit, 
sondern auch seine mangelnde Adsorbierbarkeit sowie die Tatsache 


1) R. Willstdtter, H. Kraut und O. Erbacher, B. 58, 2448, 1925. 
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der stets ungeniigenden natiirlichen Versorgung der Amylasen mit dem 
Komplement machen es dem Coferment der Zymasen sehr ahnlich; 
auch hier wurde von Euler!) die Beobachtung gemacht, da die Hefen 
niemals ein Maximum an Coferment enthalten. Wir haben deshalb 
gepriift, ob die Cozymase durch pepsinverdautes Hiihnereiweif ersetzt 
werden kann. Eine Bejahung dieser schwerwiegenden Frage ist wns 
auf Grund der vorliegenden Versuche noch nicht mdglich. 
Was den Mechanismus der Komplementwirkung betrifft, ist die 
Vermutung nicht von der Hand zu weisen, dai das System Amylase 
Komplement auf ein anderes Substrat als das der Amylase selbst 
eingestellt ist, namlich auf das Grenzdextrin. Diese Anschauung wird 
besonders verstindlich durch die neuerdings wahrscheinlich gemachte 
konstitutive Umlagerung, die der Grundkérper des Amylopektins und 
des Glykogens durchmachen mub, ehe er als Grenzdextrin (Trihexosan) 
in Erscheinung tritt®). Dadurch bildet das System Amylase + Kom- 
plement eine Analogie zu dem System Papain + Blausaure*), wo der 
Komplex Ferment + Aktivator gleichfalls die vom Ferment. selbst 
nicht angreifbaren Peptone, also Abbauprodukte des Substrats, weite: 
hydrolysiert*). Ein indirekter Beweis dafiir, daB die Spaltung des 
Grenzdextrins kein Teilvorgang der normalen Amylolyse darstellt, 
erblicken wir in der Tatsache, daB unter gleichen Bedingungen Amylo- 
pektin und Trihexosan von mit Komplement aktiviertem Malzauszug 
nach einer verschiedenen GesetzmaBigkeit, und zwar letzteres wesent- 


lich langsamer, gespalten werden. 


Experimenteller Teil. 

Als Substrat benutzten wir lésliche Starke von Koehlmann, deren 
Wassergehalt wir bei der Herstellung von Lésungen_ beriicksichtigten. 
Das Komplement wurde aus Backereihefen (Ostwerke—Wandsbeck) ge- 
wonnen, die wir mit Toluol bis zur vollstandigen Plasmolyse behandelten. 
Die Titrationen wurden wie friiher nach Bertrand ausgefiihrt und die ge- 
fundenen Werte auf Maltose berechnet. Als Ferment verwandten wir einen 
Pankreatinextrakt, der durch l5stiindiges Auslaugen mit Wasser erhalten 


wurde. Die Pankreatinpriparate sind von Merck bzw. von Schering. Die 
Pufferung erfolgte mit Pufferlésungen nach Sdrensen; fiir py < 5 dienten 
Citrat + HCl, fiir py >5 Phosphatgemische, in einigen Fillen auch 
Borat + HCl. Die Umstellung der Lésungen von einer Wasserstoffionen- 


konzentration auf eine andere wurde nach den Tabellen von H. Pringsheim, 


') H.v. Euler und K. Myrbadk, H. 131, 179, 1923. 

2) H. Pringsheim, Naturw. 18, 1084, 1925; H. Pringsheim und J. Leibo- 
witz, B. 58, 2808, 1925. 

3) R. Willstdtter und W.Grassmann, H. 188, 184, 1924. 

*) Nach den neuesten Befunden von Waldschmidt-Leitz (Naturw. 14, 
129, 1926) stellt auch die Enterokinase nicht einen fiir die Aktivierung des 
Trypsins im allgemeinen notwendigen Hilfsstoff dar, sondern befahigt das 
Ferment in spezifischer Weise zur Spaltung bestimmter Substrate. 
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1. Genin und R. Perewosky') sowie H. Pringsheim und A. Beiser*) vor- 
genommen. 

Wir fiihren zunachst einige Beispiele fiir die aktivierende Wirkung von 
konzentrierten unverdiinnten Autolysaten aus verschiedenen Hefen an. 
Bemerkenswert ist, daB die Autolysate in der konzentrierten Form ihre 
Komplementeigenschaft nach kurzer Zeit einbiiBen. 

Soweit nicht anders angegeben, sind alle Titrationen mit je 5 ccm der 
Versuchslésung ausgefiihrt worden. Das bei der Titration zur Zeit 05 
beobachtete Reduktionsvermégen ist immer von den nachfolgenden Be- 
stimmungen abgezogen. 

Versuchsrethe 1. 

Versuche mit einer Hefeaufschlemmung von 10g auf 100 cem Toluol- 

wasser und mit durch Toluol verfliissigter Hefe ohne Wasserzusatz. 
1. 20cem Iproz. Starkelésung, 2. 20cem Iproz. Starkelésung, 
Puffer, py 6,8, 10 ,, Puffer, py 6,8, 
Iproz. Pankreatinextrakt, 5 ,, lproz. Pankreatinextrakt, 
Wasser. 11 ,, Wasser, 
° 4 ,, verd. Komplementlg. 
3. 20cem Iproz. Starkelésung, 

10 ,, Puffer, py = 6,8, 

5 ,, Ilproz. Pankreatinextrakt, 

13. ., Wasser, 

2 ., konzentrierter Komplementlésung. 





proz. Maltose 
A , ‘ 2 
15,4 16,0 65, 5, 67,9 
16,0 17,0 67, A 72,2 
19.8 20, 21,8 83, i 92,9 
Versuchsreihe 2. 
Wiederholung des vorhergehenden Versuchs mit einem neuen kon- 
zentrierten Hefekomplement zu Pankreas- und Malzamylase. 
1. 20cem 0,8proz. Stairkelésung, 2. 20cem 0,8proz. Stairkelésung, 
10 ,, Puffer, py 5, 10 ,, Puffer, py 5, 
5 Malzauszug, 5 ,, Malzauszug, 
Wasser. 13. ,, Wasser, 
2 ,, konz. Komplementlg. 
3. 20cem 0,8proz. Starkelésung, . 20cem 0,8proz. Starkelésung, 
10 ,, Puffer, py = 6,8, 10 ,, Puffer, py 6,8, 
5 0,5proz. Pankreatinextr., 5 ,, 0,5proz. Pankreatinextr., 
Wasser. 13. ,, Wasser, 
2 konz. Komplementlg. 





mg Cu proz. Maltose 
3. 4 . 2. 3. 
14.7 15,4 16,6 77,8 778 81,3 


15,0 17,3 15,4 16,6 79,5 91,3 81,3 
15,0 19,2 16,0 18,9 79,5 101.4 84,7 


') Diese Zeitschr. 164, 117, und zwar 125, 1925. 
2) Diese Zeitschr. 172, 411, 1926. 
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Versuchsrethe 3. 


Anwendung von gealtertem konzentriertem Hefeautolysat. 








1. 20cem 0,8proz. Starkelésung, 2. 20cem 0,8proz. Starkelésung, 
10 ,, Puffer, py = 6,8, 10 Puffer, pq = 6,8, 
5 ., 0,5proz. Pankreatinextr. 5 0,5proz. Pankreatinextr., 
15 ., Wasser. l: Wasser, 
2 konz. Komplementlésuny 
Zeit n> veel Be can 
1. 2. 1. 2. 
ene ela 14,7 14.7 77,8 778 
re ere 16,0 16.6 84.7 87,8 
_ eee Ae 16,3 16,6 86,0 7,8 
Versuchsreihe 4. > 
Durch Zentrifugieren wurde eine Komplementlésung (Hefe Rasse M 
des Instituts fiir Garungsgewerbe, Berlin) von EiweiSkérpern befreit 
ein anderer Teil der Lésung wurde mit Kaolin geschiittelt und filtriert. 
75cem lproz. Starkelésung, 
10 ,, Puffer, py = 5,3, 
10 ,, 2proz. Ferment. 
Dazu: 
1. 5ceem Wasser. 2. 5cem Komplementlésung. 
3. 5cem Komplementlg., filtriert. 4. 5 ccm Komplementlésung, 
; mit Kaolin geklart. Z 
l 
Titration mit je 10 ccm. 
, mg Cu proz. Maltose 
Zeit = Se i 
1 2. 3 4. 1. 2. 3. 4 
ar 55,0 60,3 55,0 55,0 62,8 69,2 62,8 62,8 
mm « % 63,8 69,2 63,8 63,8 73,2 79,7 73,2 73,2 
48 ../! 699 774 4699 699 4802 892 £802 £802 
Pepsinspaltungen der Hefeeiwei8kérper. 
Die verschiedenen Komplementlésungen wurden durch Auffiillen von 
10 ¢ verfliissigter Hefe auf 100 cem Wasser gewonnen. 
Vorversuche. . 
a) Komplementlésung 1 (5. Januar 1926). b) Komplementlésung a 
+ Puffer, py = 3, bei 37°. c) Komplementlésunga + Puffer, py = 3, und 
Pepsin!) bei 37°. Die Lésungen b und ec wurden nach 24 Stunden aut 
Py = 5 umgestellt. 
1) Wir iiberzeugten uns durch einen Kontrollversuch, daB das ange- : 


wandte Pepsinpraparat maltasefrei war. 
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Versuchsreihe 5. 
75eccm Iproz. Starkelésung, 
10 ,, Puffer, py 5,3, 
10 ,, 2proz. Ferment. 
Dazu: 
1. 5cem Wasser. 2. 2ccm Komplementlg. a, 
3 ,, Wasser. 
3. 2cem Komplementlg. b, . 2ccm Komplementilg. c, 
3 ,, Wasser. 3 ,. Wasser. 


Titrationen mit je 10 ccm. 





mg Cu , . Maltose 


2. 


614 669 640 7), 704 76,7 
63,4 69.1 65,3 }, 72,7 79,5 
Vorversuche zur Pepsineinwirkung. 
d) 5cem Komplementlg. I, e) 5eem Komplementlg. I, 
3 ., Wasser. 2 ,, Citratpuffer, py, 
1 or Wasser. 
f) 20cem Komplementlg. I, 
8 ,, Citratpuffer, py 
4 ., Wasser, 
0,1 g Pepsin (Merck). 
Die Lésungen e und f wurden nach 24stiindigem Stehen bei 30° durch 
Zugabe von entsprechenden Mengen Borat + HCl (py 8) auf py 5 
umgestellt. 


Versuchsrethe 6. 
35cem Iproz. Stirkelésung, 
S ae “7 
5 ,, Puffer, py 5.3, 
5 2proz. Pankreatinlésung. 
Dazu: 
. 5eem Wasser. 2. 2cem Komplementig. 
3... Wasser. 
3. 4cem Lésung d, . 4cecm Lésung e, 
1 ,, Wasser. 1 ,, Wasser. 
5. 4ccm Lésung f, i. 4cem Lésung f, zentrifugiert, 
1 ,, Wasser. 1.. Wasser. 


Titrationen mit je 5 ccm. 





mg Cu proz. Maltose 


2. 3. 4. 5. 6. ' ; 3. 4. 


30,7 | 31,7 | 31,7 | 31,7 | 34,6 32,6 768 768 76 
31,7 33,9 | 33,9 | 33,9 | 34.9 34.2 824 824 82 
S4 
5 


8 
4 
1 


32,3 35,2 | 34.6 346/416 38,7 85,4 841 84, 
o*}) — 2 Sle sane ae — | 70 5,7 


*) Bezogen auf 2 ccm der Stammidsung | 


4 
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Aus dem Vergleich der Spaltwerte der Lésungen 2, 3 und 4 ergibt sich, 


daB das Komplement weder durch Aufbewahren bei 30° noch durch ein 
Aciditaét von py = 2 wesentlich geschadigt wird; dagegen hat die Pepsin 
einwirkung auf die Hefeautolysate deren Komplementwirkung gesteigert 
(Lésungen 5 und 6). 


Der Versuch wurde mit einem anderen Hefeautolysat — Komplement 
lésung II (21. Januar 1926) — wiederholt: 


40 ccm Komplementig. II nach 24 stiindigem Stehen bei 30° 
16 ,, Citratpuffer, py = 2| durch Zusatz von 16 cem Borat- 
8 ., Wasser | puffer (py = 8) auf py = 5 um- 
0,2 g¢ Pepsin (Merck) gestellt (Lésung g). 
Versuchsreihe 7. 

35ceem lIproz. Starkelésung, 

5 Puffer, py = 5,3, 

5 ,, 2proz. Pankreatinlésung. 





Dazu: 
1. 5cem Wasser. 2. 2cem Komplementlg. LI, 
3 ., Wasser. 
3. 4cem Lésung g, 4. 4ccm Lésung g, filtriert, 
| ., Wasser. 1 ,., Wasser. 
Zeit mg Cu proz. Maltose 
1. 2. 3. 4. 1. 2. 3. 4 
3h 314 —_ 36,8 38.4 76.3 — 89,7 94.0 
4 32.0 32.3 39.0 40.3 76.8 78.4 94.9 98.4 
5 32,3 33.9 39.7 40.3 78.4 82.4 96,7 98.4 
7 33.6 35,2 40.0 413 81.6 85.4 97.0 100.0 


AKo.*) — — — - ane 3,8 15,4 18,4 
*) Bezogen auf 2ccm der urspriinglichen Komplementlésung II. 
Beziehung zwischen Komplementmenge und Aktivierungsgrad. 
Versuchsreihe 8. 
35cem lIproz. Starkelésung, 


5 ,, Puffer, py = 5,3, 
5 ,, 2proz. Pankreatinlésung. 
Dazu: 
1. 5eem Wasser. 2. leem Komp. II, 3. 0,5cem Lésung g, 
4 ,, Wasser. 4.5 ,, Wasser. 
4. leem Lésung g, 5. 2ecm Lésung g, 6. 4cem Lésung g, 
4 .,, Wasser. 3 , Wasser. 1 ,, Wasser. 


Die in 3 bis 6 angewandten Komplementlésungen sowie die der folgenden 
Versuchsreihen sind klar filtriert. 








oi ee MS wie 

1. 2. 3. 4 5. 6 1. 2. 3 4. 5. 6 
3h | 31,7 32,3 33,3 | 34,6 35,2 | 37,1 768/784 808 841 854 900 
4 31,7 32,6 33,9 35.2 358 378 768 792 82,4 854 867 920 
5 323 34,2 346 35,2 37,1 | 39,0 784 83,2 841 854 90,0 95.0 
7 =| 33,6 35,2 35,8 37,8 38,4 413 81,6 85,4 86,7 92,0 94.0 1000 
Ate | — | — | — | — | — | — | m— | 88.1 8) | 104] 1884 184 


i] 
2 
5 


an > £5 
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Adsorptionsversuche mit Hiihnereiwei8. 


Angewandte Komplementlésung: 160 ccm Komplementlésung. IT, 
20 ,, Citratpuffer, py 2, 
0,5 g Pepsin, 
nach 24stiindigem Stehen bei 30° durch Zugabe von 20 ccm Borat (Py 8) 
auf py = 5 umgestellt und klar filtriert (Lésung h). 

40 cem Lésung h wurden mit 2g Hiihnereiwei8 in 10 cem Wasser ge- 
schiittelt; nach 30 Minuten trat Koagulation ein. Das ausgefiallte Eiwei8 
wurde abzentrifugiert und die iiberstehende Fliissigkeit durch Filtrieren 
véllig geklart (Lésung i). Der EiweiBniederschlag wurde mit 0,1 g Pepsin 
in 50 eem Wasser aufgeschlammt und 24 Stunden bei 30° belassen (L4sung k). 

Ein Teil von Lésung h wurde 15 Minuten im siedenden Wasserbade 
erhitzt, hierauf wieder auf Zimmertemperatur abgekiihlt (Lésung 1). 


Versuchsreihe 9. 

35cem Iproz. Starkelésung, 

5 ., Citratpuffer, py = 5,3. 

5 ., Wasser. 

Dazu: 
1. 5cem Wasser. . 2,46cem Lésung h, 3. 2,5ccem Lésung |, 
2,5 ,, Wasser. 2.5 .. Wasser. 
4. 3cem Lésung i, 5. 2cem Lésung k, 
2 ., Wasser. 3 ., Wasser. 





mg Cu proz. Maltose 


+ 
3. . 5. : 2. 3 4. 


314 33,9 33,9 342 37,8 82.4 83,2 92,0 
31,7 - 34,6 358 38,4 : 86,7 94,0 
31,7 358 358 368 39,4 i, 86, 89,7 95,9 
32,6 368 368 374 400 89. 91,1 97,0 


Ax,,. bezogen auf 2ccm der urspriinglichen 10.5 11,9 (178) 
; Komplementlésung ’ ’ ’ 


Bemerkenswert ist, daB Erhitzung auf etwa 100° waihrend 15 Minuten 
(Lésung 3) nicht die geringste Schaidigung des Komplements verursacht. 


Versuchsrethe 10. 

Wiederholung der Versuchsreihe 9 mit einem anderen Hefeautolysat 

— Komplementlésung III und Versuch zur Fallung der pepsinverdauten 
Komplementlésung mit kolloidalem Fe(OH),. 

Lésung m: 20cem Lésung hy mit 2cem Eisenhydroxydlésung ver- 
setzt und filtriert. Die iibrigen Bezeichnungen wie unter Versuchsreihe 9. 
35ecem Iproz. Starkelésung, 

4 > PP ey = x « 
5 ,, Puffer, py 5,3, 
5 2proz. Pankreatinlésung. 
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Dazu: 
1. 5cem Wasser. 2. 2,5cem Lésung hyp, 
2,5 ,, Wasser. 

3. 2,5cem Lésung I). 4. 2,5cem Lésung m, 

2,5 ,, Wasser. 2,5 ,, Wasser. 
5. 3) cem Lésung iy. 6. 3cem Lésung Im, 

2 -» Wasser. 2 ,, Wasser. 

mg Cu roz. Maltose = 
Zeit 7 : 

1. 2. 3. 4. 5 6. 1. 2. 3. 4. 5. 6 


3h | 31,0 33,9 339 33.9 33.9 40.0 754 824/824 824 824) 970 
| 31,7 33,9 33,9 33,9 34,9 40.6 76,8 824/824 824/846 989 
| 

/32,3 342 342 342 349 41,0 784 832 83,2. 83,2! 85,0 | 1000 


— 


u 








» aa . z a Lonmes | dened 
7 132.6 35.8 35,8 35,8 | 384 41,9, 79,2 86,7 86,7 86,7 | 94.0 | 1024 
Ay, bezogen auf 2 com Lésung III. 7 7.5 75 7.5\148 (23,2) 
I 
Versuche a 
zur Konzentrierung von Komplementlésungen. 
Lésung n: 50cem Komplementlésung h im Vakuum bei 35 bis 40° 
auf etwa 10 ccm eingedampft. 
Lésung o: Das von 150 ccm eines Hefeautolysats Komplement- 
lésung IV abzentrifugierte EiweiB wurde in 10 ccm Wasser + 5 cem 
Citratlésung (py = 2) aufgeschlemmt und 48 Stunden bei 30° mit Pepsin 
behandelt. Hiernach wurde filtriert und die Lésung durch Zusatz von ’ 
5ecem Borat (py 8) auf py = 5 umgestellt. 
Versuchsreihe 11. 
35cem Iproz. Starkelésung, 
5 ,, Puffer, py = 5,3, 
5 ,, 2proz. Pankreatinlésung. 
Dazu: 
1. 5eem Wasser. 2. leem Lésung n, 3. Leem Lésung o, : 
4 .,, Wasser. 4 ., Wasser. 
Cu roz. Maltose 
Zeit ——— _ . - a > 
1. 2. 3. 1 2. | 3 
4 
ss oe 314 35,8 37,1 76.3 3.7 90,0 : 
ee 32,0 36,8 37,1 77,6 89,7 90,0 . 
Bea wed 32,3 38,7 37,8 78,4 94.3 92.0 


ot 


33,6 40,0 39,4 61,6 97,0 95,9 
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Aktivierung von Malzamylase. 


Versuchsrethe 12. 


35cem Iproz. Starkelésung, 
5 ,, Puffer, pg 5,3, 
5 ., Malzauszug. 


Dazu: 


1. 5ceem Wasser. 2. leem Lésung n, 


4 ., Wasser. 





proz. Maltose 


29,4 35,2 71,4 85,9 
29.4 37,1 714 90.5 
30,7 39,7 74,3 99.4 


Wie ersichtlich, wirkt auch das durch peptische Verdauung aktivierte 
ind konzentrierte Ferment in gleicher Weise auf Pankreas- und auf Malz- 
amylase '). 


Komplement aus HihnereiweiB. 


2g HiihnereiweiB 


2cem Citratpuffer, py 2) 24 Stunden bei 30°. 


0,5 g¢ Pepsin 


Die Emulsion wurde durch Zentrifugieren geklart und durch Zugabe 
von 2cem Borat (py 8) auf py = 5 umgestellt (Lésung p). 


Versuchsrethe 13. 


35cem Iproz. Starkelésung, 
re a 
5 ,, Puffer, py = 5,3, 
5 ,, 2proz. Pankreatinlésung. 
Dazu: 
l. 5cem Wasser. 2. 2cem Lésung p., 
3 ,, Wasser. 





proz. Maltose 


30,7 
31,7 
32,0 
32, 36.8 


') Vel. H. Pringsheim und J. Leibowitz, B. 59, 991, 1926. 
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Vergleich der Spaltung von Amylopektin und Trihexosan durch 
Malzauszug + Hefekomplement. 


(Ausgefiihrt von J. Leibowitz.) 


1. 100 mg Amylopektin, 2. 100 mg Trihexosan, 
lO0cem Citrat (Py 4,8), lO cem Citrat (py 4.8), 
5 Malzauszug, 5 Malzauszug, 
2 ,. Komplement II, 2 ,, Komplement II 
S Wasser. 8 Wasser. 








Titrationen mit je 5 cem. 





mg Cu proz. Maltose 
Zeit 
1 2. l 2 
re a ee 16,0 11,7 68,3 50.0 
De ates 19,8 17,6 84.6 75,2 
48. 22.9 19,9 97,8 85.0 


wa ~ tei to “Oe 


— - .,. A 


_—@emet as é 





Untersuchungen iiber elektrische Erscheinungen 
und lonendurchlissigkeit von Membranen. 


IX. Mitteilung: 


Fortgesetzte Untersuchungen iiber die ausgetrocknete Kollodiummembran. 


Von 
L. Michaelis und K. Hayashi. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Aichi-Medizinischen Universitat 
Nagoya, Japan.) 


(Eingegangen am 15. April 1926.) 


1. Der Einflu8 des Konzentrationsbereichs und das charakteristische 
Konzentrationspotential (CoP). 

Es wurde gezeigt!), da8 der elektrische Potentialunterschied 
zweier Léisungen des gleichen Elektrolyten in verschiedener Kon- 
zentration, welche durch ei;e Membran von ausgetrocknetem Kollodium 
getrennt sind, angenahert derselbe ist, wie die EK einer Konzentrations- 
kette, deren Elektroden fiir die betreffende Kationenart reversibel 
funktionieren. Die nachstliegende Deutung dieses Befundes, naimlich, 
daB diese Wirkung der Membran auf einer selektiven Undurchlissigkeit 
fiir Anionen beruht, wurde nach Méglichkeit durch geeignete Diffusions- 
versuche bestitigt. Bei der groBen Mannigfaltigkeit in der Variation der 
verschiedenen Elektrolytarten wurde in der genannten Mitteilung das 
Konzentrationsbereich der Kette nur wenig variiert. Im allgemeinen 
wurden die Ketten mit einer 0,1 n gegen eine 0,01 n Lésung des Elektro- 
lyten angesetzt, und in einigen Fillen wurde wenigstens festgestellt, 
daB eine Kette mit 0,01 n gegen 0,001 n Lésung praktisch dieselbe EK 
hat. Die Aufgabe der jetzigen Mitteilung soll zunichst sein, das Ver- 
halten der EK bei ausgedehnterer Variation des Konzentrations- 
bereichs zu studieren, wobei der Einfachheit halber in jeder Kette das 
Verhaltnis der Konzentrationen von 1:10 beibehalten wurde. 


1) L. Michaelis und A. Fujita, diese Zeitschr. 161, 47, 1925 
Biochemische Zeitschrift Band 173 97 
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Eine gewisse Schwierigkeit bei wesentlicher Steigerung des Konze: 


trationsbereichs bereitet die Ausschaltung des Diffusionspotentials zwischen 


jeder dieser Lésungen und der Lésung der ableitenden Hilfselektrode. Fii: 
Ketten mit KCl kommt diese Schwierigkeit nicht in Betracht, und bei dies« 


brauchte man sich daher in der Steigerung des Konzentrationsbereic})s 


keine Beschrinkung aufzuerlegen. Bei anderen Elektrolyten konnte di: 
Konzentration der stirkeren Lésung jedenfalls herauf bis zu etwa In 
steigert werden, wenn zur Ausschaltung des Diffusionspotentials die vor 
Michaelis und Fujita‘) beschriebene Methode angewendet wurde, dere: 
zweckmaBigste Ausfiihrung fiir den vorliegenden Fall in der Mitteilung vo 
Fujita*) beschrieben worden ist. 

Bei Anwendung dieser Methode kénnen wir erwarten, daB selbst be; 
1 n Lésungen und bei den in dieser Beziehung ungiinstigsten Elektrolytarte: 
wie HCl das Diffusionspotential wenige Millivolt niemals iiberschreite: 
wird und daher innerhalb der Grenzen der Reproduzierbarkeit solche: 
Membranketten praktisch nicht mehr in Betracht kommt. 

Die folgenden Messungen wurden auf die friiher angegebene Weis: 
angestellt und ergaben folgende Resultate. In Tabelle I, a und b sind 
zunichst Versuche mit KCl-Konzentrationsketten wiedergegeben, b« 
denen das Verhiltnis der Konzentrationen der beiden Lésungen stets 
1:10 ist, aber das absolute Bereich dieser Konzentration variiert ist 
Man erkennt durchweg, daB die EK der Kette um so gréBer ist, }: 
kleiner das Konzentrationsbereich ist. Die Unterschiede kénnen keines- 
wegs dadurch erklart werden, daB das Verhaltnis der Aktivitatsfaktore: 
ebenfalls vom Konzentrationsbereich abhangt. Hierdurch kénnten sich 
immer nur Abweichungen um wenige Millivolt ergeben. In Wirklichkeit 
sieht man aber z. B. an dem Versuch Tabelle I, a, Membran A, dal; 
die EK von dem niedrigsten Konzentrationsbereich (0,0033 : 0,033 n) bis 
zum héchsten (0,3: 3,0 n) von 54 bis auf 3 Millivolt heruntergeht, und 
ahnlich in allen anderen Versichen mit KCl von Tabelle I, a und b. 
In der Versuchsreihe b wurde mit der gleichen Membran das Kon- 
zentrationsbereich nacheinander absteigend und dann wieder auf- 
steigend variiert, und man erkennt, daB, wenigstens innerhalb weniger 
Millivolt, die EK eindeutig und umkehrbar vom Konzentrationsbereic)h 
bestimmt wird, obwohl zwischen den einzelnen Versuchen dieser Reihe 
die Membran immer nur einige Minuten lang mit reinem Wasser aus- 
gewaschen wurde. Das gleiche erkennt man in der Tabelle I, ¢ fiir NaC! 
Tabelle I, d zeigt das gleiche Verhalten fiir LiCl. Der einzige Elektrolyt, 
bei dem eine Abhangigkeit vom Konzentrationsbereich nicht erkennbar 
ist, ist HCl (Tabelle I, h), wo die EK erstens iiberhaupt im allgemeinen 
etwas héher ist und dem theoretischen Maximalwert von 57 Millivolt 
sehr nahe kommt, und wo zweitens dieser Wert fiir die verschiedenen 
Konzentrationsbereiche ganz gleich ist. 


') L. Michaelis und A. Fujita, diese Zeitschr. 142, 398, 1923. 
2) A. Fujita, ebendaselbst 158, 11, 1925. 
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In einer friheren Mitteilung!) war beschrieben worden, daB die 
Membranketten mit Salzen zweiwertiger Kationen inkonstante und 
schlecht reproduzierbare Potentiale geben. Auch jetzt fanden wir fiir 
viele Membranen diese Beobachtung bestitigt, jedoch fanden sich 
auch Membranen, bei denen das Potential sich ziemlich konstant 
einstellte (Tabelle I, e, f, g). Die Versuche sind auf- und absteigend 
variiert, das Potential zeigt sich als nahezu eindeutig und umkehrbar 
vom Konzentrationsbereich abhangig, es wird mit steigendem Kon- 
zentrationsbereich kleiner und dreht sogar sein Vorzeichen um. Im 
héchsten Konzentrationsbereich erlangt es auf diese Weise ziemlich 
genau denselben Wert, den es bei direkter Beriihrung der Lésungen 
ohne Membran haben wiirde, namlich etwa — 17 Millivolt fiir die 
verdiinntere Lisung bei CaCl, und BaCl,. Der griéBte Wert, der bei 
abnehmendem Konzentrationsbereich erreicht wird, betrigt bei CaCl,, 
BaCl, (nicht so deutlich und eindeutig bei CuSO,) ungefahr die Hilfte 
des fiir einwertige Kationen giiltigen Maximalwertes, er betragt nimlich 
meist ungefahr 20 bis 25 Millivolt. 

Die nachstliegende Deutung des Einflusses des Konzentrations- 
bereiches auf die EK wire folgende: Der Maximalwert von 57 Millivolt 
oder besser, mit Beriicksichtigung des Umstandes, daB die Aktivitaten 
in einem etwas kleineren Verhaltni- zueinander stehen als die Kon- 
zentrationen, von durchschnittlich 55 Millivolt, kann nur erwartet 
werden, wenn die Beweglichkeit der Anionen in der Membran gegen 
die der Kationen véllig vernachlissigt werden kann. Wenn es nun 
richtig ist, daB die Unbeweglichkeit der Anionen auf ihrer Adsorption 
an der Wand der Membran beruht, so ist auch nach den 
allgemeinen Grundsatzen der Adsorption zu erwarten, daB diese 
Adsorption relativ um so vollstandiger ist, je geringer die Konzen- 
tration ist. In Lésungen héherer Konzentration wird es auBer den 
adsorbierten, unbeweglichen Anionen immer auch noch eine ge- 
niigende Menge beweglicher Anionen geben.  Freilich erklart diese 
Deutung nicht, warum die Konzentrationskette mit HCl selbst in 
hohen Konzentrationsbereichen immer den Maximaleffekt gibt. Die 
relativ sehr groBe Beweglichkeit des H-Ions im Vergleich zum Cl-Ion 
laBt zwar voraussehen, daB die Konzentrationskette mit HC! selbst 
unter ungiinstigen Umstanden eine gréBere EK hat als die mit anderen 
Elektrolyten. Schon bei direkter Beriihrung ohne Membran betragt das 
Diffusionspotential 36 Millivolt. Warum aber das Potential bei der 
HCl-Kette mit der Membran auch in hohen Konzentrationsbereichen 
immer auf dem Maximalwert von etwa 55 Millivolt stehen bleibt und 
sich dem erwarteten Minimalwert von etwa 36 Millivolt ganz und gar 


1) Michaelis und Fujita, diese Zeitschr. 164, 23, 1925. 
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nicht annahert, wenn das Konzentrationsbereich gesteigert wird, ist 
nicht zu verstehen und deutet darauf hin, daB in der Theorie dieser 
Ketten doch eine Liicke besteht, die wir bis jetzt nicht ausfiillen kénnen 

Die Individualitat der einzelnen Kollodiummembranen driickt 
sich darin aus, daB fiir ein gegebenes Konzentrationsbereich das Defizit 
an dem theoretischen Maximalwert von 55 Millivolt kleiner oder griBer 
ist. Da wir die chemische Beschaffenheit aller Kollodiummembranen , 
welche mit demselben Material hergestellt sind, als gleich annehmen 
kénnen, kénnen wir die individuellen Verschiedenheiten nur auf die 
verschiedene Porenweite zuriickfiihren. Die Bedingung fiir die Er- 
reichung des Maximaleffekts, daB simtliche Anionen der Lésung in 
den Poren von der Membran adsorbiert werden, ist um so besser erfiillt, 
erstens je diinner die Lésung ist, zweitens aber auch je enger die Poren 
sind. Das individuelle Potential einer K Cl-Konzentrationskette 1 : 10 
bei gegebenem Konzentrationsbereich kann daher als eine charak- 
teristische GréBe fiir die betreffende Membran betrachtet werden. Bei 
auBerst niedrigem Konzentrationsbereich nihert sich bei allen diesen 
Membranen das Potential so sehr dem Maximalwert, daB die Indivi- 
dualitét der Membranen nur undeutlich zum Ausdruck kommt. Bei 
allzu hohem Konzentrationsbereich verschwindet der Potentialunter- 
schied bei allen Membranen. Die Individnalitat der Membranen tritt 
daher am besten zutage bei einem mittleren Konzentrationsbereich, 
und am meisten kann zur Charakterisierumg einer Membran die EK 
einer Konzentrationskette mit KCl 0,01:0,l1n betrachtet werden. 
Diese EK wollen wir das charakteristische Konzentrationspotential der 
Membran, CoP, nennen. Es betrigt fiir gute Membranen 52 Millivolt, 
am haufigsten findet man Werte zwischen 45 und 50 Millivolt, aber 
auch herunter bis zu 30 Millivolt. Membranen von so niederem CoP 
entfernen sich von den idealen Bedingungen schon so weit, daB sie in 
bezug auf ihre Durchlassigkeit deutlich andere Eigenschaften annehmen. 
Membranen von einem CoP = 30 Millivolt sind z. B., wie wir weiter 
unten genauer beschreiben werden, schon deutlich durchlassig fir 
HCl bei der Diffusion gegen reines Wasser, wihrend Membranen von 
einem CoP von 45 Millivolt und mehr absolut undurchlassig fiir HC! 
sind und H-Ionen nur im Austausch mit K-Ionen durchtreten lassen, 
wenn HCl und KCl durch die Membran getrennt sind. Die zeitliche 
Konstanz und Reproduzierbarkeit des CoP einer gegebenen Membran 
ist innerhalb weniger Millivolt recht gut. Wir haben Membranen beob- 
achtet, welche, trocken oder unter Wasser aufbewahrt, ihr CoP in 
linger als 2 Monaten nicht anderten. Das ist aber nicht regelmaBig 
der Fall. Ohne erkennbare Ursache fallt CoP bei manchen Mem- 
branen im Laufe der Zeit, und es scheint uns, daB dies haufiger geschieht, 
wenn die Hiilse trocken aufbewahrt wird. Insbesondere zeigten viele 
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Membranen, welche, ohne jemals mit Wasser in Beriihrung gekommen 
zu sein, wochenlang trocken aufbewahrt worden waren, sehr niedere 
CoP, aber nicht immer. Nach den bisherigen Erfahrungen besteht die 
gréBte Wahrscheinlichkeit, das CoP einer Membran méglichst lange 
Zeit konstant zu halten, wenn man die Membran durch ein- bis zwei- 
tagiges Trocknen bei Zimmertemperatur herstellt und dann unter 
Wasser aufbewahrt. 


2. Das charakteristische chemische Potential (Ch P). 


Eine chemische Kette nannten wir diejenige Kette, bei der die 
Membran mit zwei Lésungen verschiedener Elektrolyte in gleicher 
Konzentration in Beriihrung steht. Es wurde gezeigt, daB die EK 
einer solchen Kette praktisch nur von der Art des Kations abhiingt, 
wihrend das Anion belanglos ist. Vergleicht man die verschiedenen 
einwertigen Kationen miteinander, so verhalt sich eine Elektrolyt- 
lésung gegen die Membran um so negativer, je beweglicher das Kation 
in der Membran ist. Das ist wenigstens zunichst die plausibelste 
Deutung. Bei guten, dem Ideal sich nihernden Membranen, unter- 
scheiden sich nach den Messungen von Michaelis und Fujita') die 
Potentiale folgendermaBen, wenn wir das Potential von KC! = 0 setzen: 

HCl + 93; RbCl + 8; NH,Cl + 6; KCl + 0; NaCl — 48; 
LiCl — 74 Millivolt. 


Diese Zahlen gelten fiir 0,1 n Lésungen, und es wurde in den damaligen 
Arbeiten schon gezeigt, daf die Unterschiede, wenn man KCl immer 
= 0 setzt, ziemlich genau dieselben sind, wenn man 0,01 n Lésungen 
nimmt. Jetzt soll durch weitere Variation der Konzentration der 
EinfluB der Konzentration genauer festgestellt werden. Tabelle II gibt 
zunichst die Werte der Kette KCl/NaCl. Diese Werte sind fiir die 
hier benutzten Membranen kleiner als die der friiheren Mitteilung. Bei 
Anderung der Konzentration bemerkt man ferner bei allen Versuchen 
der Tabelle Il, daB8 die Potentiale mit zunehmender Konzentration 
kleiner werden. Zwischen 0,01 und 0,001 n ist der Unterschied un- 
bedeutend, bei 0,1 n ist die EK iiberall schon deutlich kleiner und bei 
1 n immer bedeutend herabgedriickt. Weiterhin ist es auffallig, daB die 
Potentiale der chemischen Ketten bei verschiedenen Membranen viel 
gréBere individuelle Unterschiede zeigen als die der Konzentrations- 
ketten. Membranen mit auffallig kleiner Co P geben auch bei chemischen 
Ketten immer kleine Werte. Aber Membranen mit groBem CoP, um 
45 Millivolt, verhalten sich bei der chemischen Kette oft individuell 
verschieden. Wir méchten daher als zweites, charakteristisches Merkmal 


1) Vierte Mitteilung dieser Serie, diese Zeitschr. 161, 47, 1925. 
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einer Membran die EK der Kette 0,.ln KCl gegen 0,1 n NaCl vor- 
schlagen und diese das charakteristische chemische Potential (ChP 
nennen. Dieses betragt nach unseren Erfahrungen im héchsten Falle 
49 Millivolt (Tabelle ITa). Sehr haufig aber findet man Werte von 
20 bis 25 Millivolt. Ganz im groben kann man sagen, daB eine Membran 
mit groBem CoP auch ein groBes ChP hat. Bei den besten Membrane: 
sind zufalligerweise CoP und ChP beide ungefihr — 50 Millivolt 
Wahrend aber CoP ziemlich selten kleiner als 40 Millivolt ist, ist 
ChP sehr haufig in der Gegend von 25 Millivolt, diese Werte scheinen 
sogar haufiger als die Maximalwerte vorzukommen. Das ChP ist dahe: 
eine noch empfindlichere Charakteristik der Membran als das CoP 
aber auch leichter zeitlichen Schwankungen unterworfen. 

Tabelle Ila gibt die EK von chemischen Ketten mit einer Membran 
mit besonders grobem ChP. Diese Werte stimmen fast genau mit den 
friiheren von Michaelis und Fujita iiberein. 


3. Diffusionsversuche. 


Die Annahme, da die Potentialunterschiede zu beiden Seiten de: 
Membran der relativen Unbeweglichkeit der Anionen zuzuschreiben 
sind, wurde schon in der friiheren Mitteilung') durch direkte Diffusions- 
versuche zu stiitzen gesucht. Der einfachste Versuch dieser Art besteht 
darin, daB man die Diffusion von HCl durch eine Membran einma! 
gegen destilliertes Wasser, ein zweites Mal gegen KC]-Lésung mit 
einander vergleicht. Im ersten Falle tritt iiberhaupt keine Diffusion 
ein, im zweiten Falle wird die KCl-Lésung relativ schnell! sauer. Dic 
Schwierigkeit solcher Versuche beruht erstens darauf, daB es nicht 
mdéglich ist, eine ganze Serie von Membranen von wirklich gleichmaBiger 
Beschaffenheit herzustellen, welche einen quantitativen Vergleici 
gestattet. Die Membranen unterscheiden sich erstens in ihrer Dicke, 
zweitens in ihrer individuellen spezifischen Durchlissigkeit. Die letzter 
kénnen wir nunmehr immer beurteilen, wenn wir nach AbschluB des 
Diffusionsversuchs fiir jede Membran z. B.dasCoP messen. So kénnen 
wir wenigstens prinzipiell ungeeignete Membranen ausschalten. Aber 
auch dann noch bleiben wegen der verschiedenen Dicke der Membrane 
die Diffusionsversuche auf alle Fille ziemlich rohe Versuche, welch: 
nur durch Ansetzung vieler Parallelversuche ein halbquantitatives 
Resultat ergeben. Trotzdem sind bei gewissen Versuchsanordnungen dir 
Unterschiede so grob, daB gewisse SchluBfolgerungen gesichert sind 

Die Tabelle IV gibt zunachst noch einmal einen Diffusionsversuc! 
0,1 n HCl einerseits gegen Wasser (Versuch a und b) und andererseits geger 
0,1 n KCl(Versuche und d). Die Siure befindet sich auBerhalb der Membra: 


1) L. Michaelis und A. Fujita, |. ©. 
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die andere Lésung enthalt etwas Methylorange. Der Versuch zeigt deutlich, 
daB in den Versuchen mit Wasser auch nach 2 Wochen keine Saure durch 
die Membran diffundiert ist, waihrend in den Versuchen mit KCl schon 
am dritten Tage der Durchtritt von Saure unzweifelhaft ist und nach 
Abbruch des Versuchs nach 3 Wochen in der HC1-Lésung deutlich K nach- 
gewiesen werden kann. Der Nachweis geschah, indem die Lésung mit K- 
freier NaOH neutralisiert und mit Kobaltnatriumnitrit versetzt wurde. 
Aber nicht immer fallen die Versuche so eindeutig aus. Betrachten wir 
z. B. den Diffusionsversuch Tabelle V, so zeigt die Membran 1 mit 0,1 n 
HCl gegen Wasser schon nach wenigen Tagen den Durchtritt von Saure. 
in solchen Fallen konnten wir nun stets nachweisen, daB das CoP der 
Membran zu klein ist. Die Membran | hatte z. B. nach AbschluB des Ver- 
suchs ein CoP von nur 35 Millivolt. Die Membran hat nicht etwa einen 
groben Defekt, denn das Methylorange ist durchaus nicht hindurchgetreten, 
sondern ihre Poren sind wahrscheinlich nur etwas weiter als bei einer idealen 
Membran. Vergleichen wir in Tabelle V die Versuche mit den Hiilsen 1, 
2 und 3, so zeigt sich die erste Verfarbung des Indikators in | nach 2 Tagen, 
in 2 nach 10 Tagen, in 3 nach 14 Tagen. Und in der Tat sind die Co P dieser 
drei Membranen nach AbschluB des Versuchs der Reihe nach 35, 38.5 und 
49 Millivolt. Die Durchlassigkeit fiir HC] steigt also in dem MaBe wie das 
CoP abnimmt. Die gleichzeitig angesetzten Diffusionsversuche mit HC! 
gegen KCl (Membran 4, 5 und 6) zeigen alle schon nach 2 bis 3 Tagen den 
Umschlag des Indikators, obwohl ihre CoP alle ziemlich groB sind (42,5 bis 
44 Millivolt). Ferner zeigen die Versuche 7, 8 und 9, in denen LiCl statt 
KCl angewendet wird, auch nach langer Zeit keinen sicheren Durchtritt 
von Saure, in Ubereinstimmung mit der Auffassung, daB die Beweglichkeit 
des Li in der Membran sehr viel kleiner ist als die des K. Ebenso leicht 
verstandlich und eindeutig sind die Diffusionsversuche Tabelle VI und VII. 

Tabelle VI zeigt ferner, daB die Diffusion HCl gegen KC] schneller 
verlauft als HCl gegen NaCl. Tabelle VII zeigt, daB die Diffusion HCl 
gegen KCl schneller verlauft als HC] gegen LiCl. Nicht im einzelnen proto- 
kolliert sind ferner mehrere Versuche, bei denen HCl] gegen Wasser schon 
nach wenigen Tagen beginnende Diffusion zeigte und das Co P entsprechend 
niedrig, bis unter 30 Millivolt, war. 

Soweit es iiberhaupt méglich ist, diese Diffusionsversuche zu ver- 
werten, bestatigt sich die Erwartung, da bei Membranen mit einiger- 
maBen groBem CoP (mehr als 40 Millivolt) HCl auch nach Wochen 
nicht in reines Wasser diffundiert, gegen KCl aber schon nach einigen 
Tagen in erkennbarer Menge. Es mu8 noch erwihnt werden, dab die 
Membranen fiir diese Diffusionsversuche so diinn wie irgend méglich 
gemacht werden miissen. Bei dickeren Membranen wird die ohnehin 
schon lange Versuchsdauer so verlingert, daB der Versuch praktisch 
unméglich wird. Fiir die potentiometrischen Versuche mit den Mem- 
branen kommt es dagegen gar nicht auf die Dicke an, auBer dab fir 
iibertrieben dicke Membranen die geringe Leitfahigkeit exakte Messun- 


gen, wenigstens mit der Kompensationsmethode, schlieBlich unméglich 


macht. 
Alle beschriebenen Diffusionsversuche wurden mit 0,1 n Lésungen 
angestellt. In Anbetracht des vorher beschriebenen Umstandes, dab 
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die elektromotorischen Effekte gegeniiber konzentrierteren Lésungen 
oft ein abweichendes Verhalten zeigen, wurden auch Diffusionsversuche 
mit konzentrierteren Elektrolytlésungen gemacht. 


Zunichst einige Versuche mit 3,0n KCl gegen Wasser (Tabelle IX, a). 
Die Versuche konnten nur etwa 10 Tage lang beobachtet werden, weil nach 
dieser Zeit das in der Hiilse befindliche reine Wasser darch die Membran 
hindurch véllig in die &4uBere HCl-Lésung hineingesaugt war. Aber bis 
zu dieser Zeit konnte in dem Wasser kein Cl nachgewiesen werden. Bei 
Versuchen mit 3n KCl gegen 3 n K-Acetat (Tabelle LX, b) wurde der Ubel- 
stand des Absaugens des Wassers vermieden, aber auch hier konnten die 
ersten Spuren von durchgetretenem Cl erst nach etwa 1 Monat nachgewiesen 
werden. Da die CoP dieser Membranen nicht einmal ganz 40 Millivolt be- 
trug, kann man vermuten, daB bei einer idealen Membran unter diesen 
Bedingungen das Cl iiberhaupt nicht diffundiert. In den Versuchen 
Tabelle X, a mit 3,5 n KCl gegen Wasser war auch nach 14 Tagen das Wasser 
noch nicht ausgesaugt; die Membranen werden wohl etwas dicker gewesen 
sein. Aber in dem Wasser war nach dieser Zeit weder Cl noch K nachweisbar. 
Bei dem gleichzeitig angesetzten Versuch 3n KCl gegen 1 n HC! (Tabelle X, b) 
war dagegen schon nach einem Tag der Durchtritt von H-Ionen bemerkbar, 
und nach einigen Tagen konnten auch K-Ionen in der HCl-Lésung nach- 
gewiesen werden. 

Diese Diffusionsversuche mit héher konzentrierten Lésungen er- 
geben somit dasselbe Bild wie mit verdiinnten Lésungen. Das ist sehr 
auffallig; denn aus den Versuchen mit Konzentrationsketten in héheren 
Konzentrationsbereichen schien hervorzugehen, da der Unterschied 
der Beweglichkeit von Anion und Kation mit zunehmender Konzentration 
verschwindet. Die Diffusionsversuche bestitigen aber diese Auffassung 
nicht, denn sonst miiBte in Tabelle X, a das KCl ins Wasser diffundiert 
sein und miiBten sich in, Tabelle IX, b die Anionen Chlor und Acetat 
schnell ausgetauscht haben. 

Ferner diffundiert in dem Versuch Tabelle XI eine 3n KCl-Lésung 
gegen eine 3n NaNO,-Lésung. Nach 1 Woche ist weder der Durchtritt 
von K noch von Cl nachweisbar, nach 2 bis 3 Wochen sind beide in kleinen 
Mengen qualitativ nachweisbar durchgetreten. Bei der sehr groBen Trieb- 
kraft der Diffusion (30mal gréBer als in den friiheren Versuchen mit 
0,1 n Lésungen) hatte man eine viel schnellere Diffusion erwartet. Man 
gewinnt also den Eindruck, als ob gegeniiber sehr konzentrierten Lésungen 
die Membran nicht nur fiir Anionen, sondern auch fiir Kationen ihre Durch- 
lassigkeit verliert. 

So sind die Diffusionsversuche mit konzentrierteren Elektrol yt- 
lésungen bisher noch unvereinbar mit den an verdiinnteren Lésungen 
gewonnenen Beobachtungen und Deutungen. 

Wir sind vorlaufig nicht imstande, diese Widerspriiche aufzuklaren, 
und halten es daher auch fiir méglich, daB unsere Deutung der elektro- 
motorischen Effekte in hohen Konzentrationen noch einer Modifikation 
bedarf. 
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Auf folgende Fehlerquelle der Diffusionsversuche sei noch aufmerksam 
gemacht. Wenn man eine groBe Menge zerschnittener Stiicke ausgetrockneter 
Kollodiumhaute mit wenig Wasser in einer Petrischale aufbewahrt und etwas 
Methylorange zusetzt, so bemerkt man manchmal nach einiger Zeit eine 
leichte rétliche Verfarbung des Indikators, namentlich dicht an den Mem- 
branen. Es entsteht offenbar eine Spur Saure, und es ist sehr naheliegend, 
an eine Verseifung des Kollodiums zu denken. In der Tat kann man Spuren 
von HNO,, wohl auch von HNO, nachweisen. Es scheint uns so, als ob 
dies besonders eintritt, wenn das Kollodium dem. Licht ausgesetzt ist. 
Obwohl das nicht ganz sicher ist, wurden jedenfalls vorsichtshalber alle 
Diffusionsversuche im Dunkeln aufbewahrt. Jedenfalls zeigten wiederholte 
Kontrollversuche, daB bei Kollodiummembranen in Beriihrung mit Wasser 
oder KCl-Lésung im Dunkeln auch nach 2 Monaten Methylorange noch nicht 
verfarbt wird. Wir sind daher berechtigt, bei den Diffusionsversuchen die 
Verfarbung von Methylorange auf die Diffusion von H-Ionen zu beziehen. 
Zur Bekraftigung dieser Auffassung dient der Umstand, daB bei Membranen 
von geniigend groBem CoP in dem Versuch mit HCl gegen reines Wasser 
mit einem Tropfen Methylorange niemals auch nach vielen Wochen eine 
Verfarbung des Indikators eintrat. Ferner wurde einige Male (s. Tabelle VI 
und VIII) nach AbschluB des Versuchs mit HCl gegen KCl die Menge der in 
der KCl-Lésung befindlichen Saure mit der Menge der in der HCl-Lésung 
befindlichen K’-Ionen verglichen. Die Saure wurde durch Titration mit CO,- 
freier 0,01 n NaOH gegen Methylorange festgestellt. Die K-Menge in der 
HCl-Lésung wurde bestimmt, indem die Lésung in der Platinschale zur 
Trockne abgedampft, in wenig Wasser aufgenommen und nach der Mikro- 
methode von Cramer und Tisdall analysiert wurde. Die Ubereinstimmung 
ist in Anbetracht der Kleinheit der absoluten Mengen befriedigend. Die 
Menge der in der einen Richtung durch die Membran gewanderten H-Ionen 
ist also in der Tat aquivalent der in der anderen Richtung durchgetretenen 
K-Ionen. 


Zusammenfassung. 

1. Zur individuellen Charakterisierung einer Kollodiummembran 
werden folgende zwei der Messung leicht zugiingliche GréBen empfohlen : 

Erstens das charakteristische Konzentrationspotential, CoP, das ist 
die Zahl der Millivolt, um welche eine 0,01 n KCl-Lésung in Beriihrung 
mit der Membran positiver ist als eine 0,1 n KCl-Lésung. 

Zweitens das charakteristische chemische Potential, ChP, das ist die 
Zahl der Millivolt, um welche eine 0,1 n NaCl-Lésung positiver ist als 
eine 0,1 n KCl-Lésung. 

Bei den besten Membranen erreicht CoP 52 Millivolt, Werte her- 
unter bis zu 40 Millivolt sind nicht selten. Membranen mit noch kleinerem 
CoP verlieren mehr und mehr den Charakter einer fiir Anionen selektiv 
impermeablen Membran. ChP erreicht bei den besten Membranen 
etwa 50 Millivolt, jedoch sind kleinere Werte, etwa um 25 Millivolt, 
sehr haufig, wahrend gleichzeitig CoP noch beinahe maximal ist. 

2. Membranen mit CoP > 45 Millivolt sind absolut undurchlassig 
fiir HCl, wenn auf der anderen Seite reines Wasser ist. Dagegen tauschen 
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sie zwischen einer HCl- und KCl-Lésung die Kationen aus. Membranen 
mit CoP < 40 Millivolt lassen dagegen direkt HCl gegen Wasser 
diffundieren. 


3. Der Potentialunterschied zweier Lésungen des gleichen Elektro- 
lyten mit dem Konzentrationsverhaltnis 1 : 10 nahert sich dem theoreti- 
schen Maximalwert von etwa 55 Millivolt um so mehr, je kleiner die 
absolute Konzentration der Lésungen ist. Ist die absolute Konzentration 
sehr gro, so wird das Potential immer kleiner und kann in den Fallen, 
wo es bei freier Beriihrung der Lésungen ein umgekehrtes Vorzeichen 
haben wiirde, sogar das Vorzeichen umkehren. Die Wirkung der Membran 
verschwindet also. Die naheliegende Deutung hierfiir, daB naimlich die 
Membran in Beriihrung mit stark konzentrierten Lésungen fiir Anionen 
relativ besser durchlassig wird, kann durch den Diffusionsversuch 
bisher nicht bestatigt werden. Vielmehr diffundieren aus konzentrierten 
Elektrolytlésungen sowohl die Kationen wie die Anionen durch die 
Membran ganz auffallig langsam, sehr viel langsamer als man auf Grund 
der Diffusionsversuche mit diinneren Lésungen erwarten konnte 
Wenn man also unsere Auffassung der Membranpotentiale als Diffusions- 
potentiale aufrecht erhalten will, so kann man den Riickgang des 
Potentialunterschiedes einer Konzentrationskette in héheren Kon- 
zentrationsbereichen nur dadurch erklaren, dafS man annimmt, dal} 
in hohen Konzentrationen auch die Kationen an Beweglichkeit ver- 
lieren. Ein liickenloses Verstindnis dieser Erscheinung steht abet 
noch aus, 


4. Bei manchen Membranen stellt sich auch bei Konzentrations- 
ketten mit Salzen zweiwertiger Kationen ein leidlich konstantes 
Potential ein und hat dann in den niedersten Konzentrationsbereichen 
ungefihr die Halfte des fiir einwertige Kationen giiltigen Wertes. Dir 
Wirkung der Membran verschwindet aber mit Steigerung des Kon- 
zentrationsbereiches noch schneller als bei Salzen mit einwertigen 








Kationen. 
Tabelle I. 
Konzentrationsketten. 
Ba( 
a) 

Konzentration in P..D auBen innen 

Normalitat . 
innen : auBen Membran A B Cc 
KC] 0,0033 ; 0,0033 54,0 51.0 50.0 
0.01 :0,001 510 46.0 50.5 
0.1 0,01 39,5 40.0 415 
1.0 -O1 13,5 11,0 12.0 
3.0 -03 3.0 4.0 5.0 
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I (Fortsetzung). 
b) 


Tabelle 





Konzentration in P.D auBen innen 


Normalitat 


Innen 


3.5 
0.35 
0.035 


0.0035 : 
Versuche an jeder Membran erst in absteigender, dann in aufsteigender Konzentrat 


AuBen 


> 0.35 
- 0.035 
- O04 135 


0.00035 


Membran D I 


05 1.0 

17.0 16.0% 
"45.0 45.3 
(65—54) *) 


50 28 
23.5 20.5 4 
44.0 43.5 
(42—34,5) *) 


vy 


13 15 
196 16.5% 
"440 47.0 
40 


on 


*) In diesen extrem verdiinnten Lésungen ist das Potential etwas schwankend 


c) 





Innen 
10 
0.1 
0.01 


Aufen 


:0,1 
-O0.01 


0.001 


Co P*) 


»P bedeutet P.. 


D von 0,1n 


Membran G H 


67 50 100 90 
on nr oo-A 
35.5 33.5 
37.5 38.5 
IAG ISS 
O.01ln 


d) 


37.0 36.0% 


95 
38.5 * 


14.5 
40.8 
39.3 


41 


KCl fiir die betreffende Membran 





Innen 


Aufben 


Membran J 


0.01 : 0.001 


CoP 





Innen : AuBen 


10 
0,1 
OOL: 


CoP 


: 0.1 
- 0.01 
0.001 


CaCl, 


Membran M N 
18.5 


17.0 
re | 
— 3.6 


0.0 
2] 


42) 


40 
19.5 


175 


—l43 — 


15.5 
4,0 * 





Innen : AuBen 


0,1 

0,01 
ool 
,0003 


0001 


Membran 


- stil - 


£) 





Innen : AuBen 
10 :0,1 
0.1 :0,01 
0.01: 0,001 


Membran | 


50 52 


16.0 13.04 
"33.4 


10.0 
21.0 
"40.7 


55 
11.0 
29.0 


A 
v 


R85 
21,04 
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Tabelle I (Fortsetzung). 











h) 
Konzentration in P.D auBen innen 
Normalitat 

Innen : AuBen Membran X Y Z 
HCl 10 :0)1 52.0 55.5 56,0 
0.1 -001 54.5 55.5 55.0 
0.01 - 0.001 53.5 57.0 57.5 
CoP 470 160 4540 


Tabelle II. Chemische Ketten mit variierten Kationen. 


Die Zahlen sind das Potential der inneren Lésung in Millivolt. 





Alte, unter 


Kone | Wasser auf: . 

AuBen : Innen zen; Somniinete Frische Membranen aus Celloidin 
tration | Membranen 
0,1 22,8 24,0 45,0 42.5 43,0 


CoP 47,5|\42,0 440 44,0) 47,0 
Dieselbe Membran nach 24stiindiger Wasserung. 


KCl: NaCl 
0,1 224/210 150) 110 100 200 | 15,7 
0,01 31,0 27,5 125.5 [23,5 421.0 35,0 25,0! | 33,0 22,7) 
0,001 205 | “270 ‘235 | 31—19 "| ‘22.8 150 
CoP 470 405 37 0 S50 370 36.8 360 


KCI: LiCl 0.001 37,0 410 395 
0.01 400 36.0 32.0 
0,1 25.5 240 195 
1,0 8.5! 7.5 70 
CoP 4170 $o5 16.0 

HC]: KCl 0,001 40.0 48.0 440 
001 460 450 43.0 
0.1 34.0 39.0 37.0 
1.0 19.0 


CoP 160 459 


HC1: LiCl] 0,001 76,5 69,0 76—49 
0,01 83.0 64.0 69.0 


0,1 60.5 555 56.0 
1.0 28.0 30.0 
CoP 425 42,0 


Tabelle IIa. Beispiel einer Membran mit maximal groBem ChP. 
Die Zahlen sind das Potential der zu zweit genannten Lésung in Millivolt 





Konzentration 0,1n Konzentration 0,01n I 
KCl: Nacl 49.0 50.5 
KCl: LiCl 77.0 85.0 ( 
HCI: KCl 85,0 87,0 I 
HCl: Lic! 161,0 164,0 P 


CoP dieser Membran 49.0 
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Take lle Ill. 
Chemische Ketten mit gemeinschaftlichem Kation. 


Alle in derselben Vertikalreihe stehenden Versuche sind mit der gleichen 
Membran gemacht. Das Vorzeichen bezieht sich auf die zu zweit 
genannte Lésung. 





Art der Kette (Konzentration 
in Normalitat) P«D in Millivolt 
innen auBen 


0,001 KC1:0,001 K Br —O05 13 
0.01 KC1:001 KBr — 0.5 — 3.0 
0,1 KC]: 0,1 K Br — O05 1,0 
10 KCl1:10 KBr 0.8 2.5 


CoP 39,0 16,0 
KCI: KC,H,O, 3,0 KC1:3,0 KC,H,0O, — 03 0,0 
CoP 45,0 16,0 


KCl:K,SO, 0,01 K,80,:0,01 KCI 
01 K,SO,:01 KCl 05 
10 K,SO,:10 KCl 1,0 
Alle PD. sind also praktisch 0. 


Tabelle IV. 


Diffusionsversuch. 





lage 
nach der 
Ansetzung 


A B 
0,.1n HCl abe Methylorange 0.1n HCl:0,1n KCl mit Methylorange 


a b d 


gelb gelb rot rot 


s “ . 


orange K stark positiv K stark positiv 
in HCl in HCl 


Tabelle V. 


Diffusionsversuch. 





a b c 
0O1n HCIL:H,O 0. nHCI:0,.n KCl 0,1n HCL:01n LiCl 
mit Methylorange mit Methylorange mit Methylorange 


Membran 1 2 5 6 7 8 9 


Erste bemerkb. Verfarbung 

d. Indikators nach Orange 

NL: nw fn: © ve 10 
Orangerot nach . . Tagen 20 
Rot nach ... . . Tagen -— 


CoP in Millivolt nach Ab- 
schlu8 des Versuchs nach 
20 Tagen... ..... . 35,0|385 49,0 44,0 44,0| 42,5 45,0\ 43,0 42,0 


dauernd gelb 
dauernd gelb 
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Tabelle V 


I. 


L. Michaelis u. K. Hayashi: 








a 
0,1n HCl:H,O 


b c 
O1n HCl:Qjn KCl 0,1n HCI:0,1n NaC 























mit Methylorange mit Methylorange mit Methylorange 
Membran 13 14 15 16 17 18 19 20 21 
Erste Verfarbung zu 
Orange in. Tagen gelb noch 15 7 7 4 15 15 10 
Orangerot n, . Tagen nach 18 15 10 7 >30)/>30 15 
Rot nach . Tagen 45 Tagen ca.30ca.30 18 — | - — 
CoP nach AbschluB 
am 45. Tage 485 13,0 300 450 470 390 430 415 380 
ecm 0,01n NaOH, welche die Salzlésung 
nach 45 Tagen zur Neutralisation 
(Methylorange) verbraucht 0.7 05 168 015,017 05 
mg K* in der HCl-Lésung 0.29 021 
(0,27) (0,20) 
Die eingeklammerten Zahlen sind die nach Mafigabe der herausdiffundierten H*+-lonen zu 
erwartenden Menge K° 
Tabelle VII. Ditfusionsversuch. 
- 4 b c 
Tage 0.1n HCl: H,O 0,1n HCl:01n KCI 0.1n HCl:0,1n LiCl 
= mit Methylorange mit Methylorange mit Methylorange 
: Ans Membran Membran Membran 
nn 23 24 25 % 27 28 20 0 
" 
l gelb gelb gelb gelb angedeut. orangerot angedeut.| gelb gelb 
orange orange 
9 . ‘“ oranges orangerot maximal oranges oranges | orange: 
= gelb rot gelb gelb gelb 
‘ a 2 . rot rot rot rot rot rot 
——__} Orange 
CoP in Millivolt, 
(44,0) (41,0) \(44,0) (430) (41,0) (43,0) (40) (41,5) (405) 
Tabelle VIII. Diffusionsversuch. 
a b c 
0.1 n HCl: H,O O1n HCl:01n KCI | 01n HCl: 01n LiCl 
mit Methylorange mit Methylorange mit Methylorange 
Membran: 31 32 30CUOM 35 36 37 | 38 | 30 
nach 38 Tagen: 
a) ist in dem Wasser 
(bzw. d. Salzlésung) 
Py angenthert.. S51 +51 +51 <30 <30 <30 33 35 33 
b) ccm 0,01 n NaOH, 
welcher zur Neus 
tralisation (Methyl- 
ye) verbraucht ™ . . 
ey 0 0.08 005 11) 71 20 06 06 06 
c) Kt in der HCl . 
Lésung in mg. . .« 2,13 0,64 
(2,76) (0,78) 


Die eingeklammerten Zahlen sind die nach MaBgabe der abgewanderten H-lonen zu 


erwartende Menge K’. 
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Tabelle 1X. 
Diffusionsversuck. 
a) 3,0n KCl: H,O. b) 3,0n KC1:3,0n KC,H, Og. 
3 Parallelversuche m. gleichem Resul- Cl wird soeben qualitativ nach- 
tat: Nach 6 Tagen kein Clin H,O  weisbar in drei Versuchen nach 26, 
nachweisbar. Nach 11 Tagen: Das bzw. 32, bzw. 36 Tagen 
Wasser ist von der Salzlésung auf- CoP nach 35 Tagen: 38,5, bzw. nicht 
gesaugt. gemessen, bzw. 39.0. 


Tabelle X. 
Diffusionsversuch 
b) 3.0n KCI:10n HCl 
a) 3,5n KCl: H,O. mit Methylorange,. 

K* und Cl nicht nachweisbar Versuch mit drei Membranen. 
durchgetreten bis nach 14 Tagen, K* wird in der HCl-Lésung nach- 
an drei Membranen untersucht. weisbar nach 6, bzw. 10, bzw. 10 Tagen. 

Saduerung des KCl nach | Tag be- 
ginnend., 


Tabelle XI. 





Tage nach der - : 
Ansetzung 3,0n KCl: 3,0n NaNO, 


6 Weder K noch Cl Weder K noch Cl) Weder K noch 
nachweisbar nachweisbar nachweisbar 
in NaNO, in NaNO, in NaNO, 

Cl in NaNO, + Cl in NaNO, 4 ‘lin NaNO, 


i kas at - a i - = 
a 4 


300 Sj0 


bedeutet eine eben merkliche qualitative Nachweisbarkeit 








Der Einflu6b der Salze 
auf die Léslichkeit des Glykokolls und des Tyrosins. 


Von 
Kunio Ando. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Aichi-Medizinischen Universitat 
Nagoya, Japan.) 


(Eingegangen am 15. April 1926.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In zwei Mitteilungen aus diesem Laboratorium von Sano!) wurde 
gezeigt, daB man die Abhiangigkeit der Léslichkeit der Aminosiéuren 
vom p, mit guter Anniherung nach dem gewéhnlichen, auf molare 
Volumkonzentrationen bezogenen Massenwirkungsgesetz behandeln 
kann. Das ist deshalb bemerkenswert, weil die verschiedenen mit- 
einander zu vergleichenden Lésungen zur Herstellung der verschiedenen 
Py, mit Puffern versetzt werden muBten, welche der Lésung in den ver- 
schiedenen Fillen betrachtlich wechselnde Mengen von Elektrolyten 
hinzufiigten. Da man erwarten muB, daB die Aktivitat der Aminosaure 
in ihren verschiedenen Existenzformen durch Elektrolyte beeinfluBt 
wird, so konnte nicht unbedingt erwartet werden, da das gewéhnliche 
Massenwirkungsgesetz noch praktisch brauchbar sein wiirde. Man 
kann daher annehmen, da8 der EinfluB der in jenen Versuchen an- 
gewendeten Ionen (hauptsiichlich Na und Cl) auf die Aktivitat der 
Aminosaure klein ist. In der jetzigen Mitteilung soll diese Frage genauer 
untersucht werden. 

Die ersten zielbewuBten Untersuchungen iiber den EinfluB der 
Salze auf die Léslichkeit von Aminosiuren sind die auf Veranlassung 





1) A. Sano, diese Zeitschr. 168, 14, 1926; 171, 277, 1926. 
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von H.v. Euler ausgefiihrten Untersuchungen von Lundén'). Eine 
gréBere Reihe von Untersuchungen hieriiber wurde von Pfeiffer?) und 
seinen Mitarbeitern ausgefiihrt, und neuerdings wurde die Frage noch 
einmal von v. Euler und Rudberg*) in Angriff genommen. Die Frage 
hat ein erhéhtes Interesse gewonnen, seitdem wir durch die Unter- 
suchungen von Adams*) und ganz besonders von Bjerrum) die Auf- 
fassung angenommen haben, da die unelektrische Form der aliphati- 
schen Aminosiuren praktisch vollkommen durch die Zwitterionen 
dargestellt wird. Bjerrum hat schon darauf aufmerksam gemacht, da{ 
infolgedessen der Einfluf8 der Neutralsalze auf die Léslichkeit der 
Aminosaduren voraussichtlich ahnlicher dem EinfluB der Neutralsalze 
auf die Léslichkeit von ionisierten Verbindungen als auf die von un- 
elektrischen Molekiilarten sein wird. Ganz im allgemeinen kann man 
sagen, daB die Neutralsalze die Léslichkeit einer ionisierten Verbindung 
(wenn sie kein gemeinschaftliches lon mit dem Neutralsalz hat) er- 
héhen, wie Brénstedt®*) und Brénstedt und La Mer’) nachgewiesen haben, 
wahrend die Neutralsalze auf nicht ionisierte Verbindungen léslichkeits- 
erniedrigend, aussalzend, wirken. Pfeiffer hatte im allgemeinen in der 
Tat fiir die Aminosiéuren eine Léslichkeitserhéhung durch Erhéhung 
der Neutralsalze gefunden. 

Die vorliegende Arbeit soll einen experimentellen Beitrag zu dieser 
Frage liefern. Es v;ird die Beeinflussung der Léslichkeit zweier Amir u- 
siuren, einer leicht léslichen, Glykokoll, und einer schwer léslichen, 
Tyrosin, durch Neutralsalze untersucht, und zwar unterscheidet sich 
die Versuchsanordnung von der der friiheren Autoren dadurch, dab 
durch Zusatz eines Puffers in schwacher Konzentration der isoelektrische 
Punkt der Aminosiure einigermaBen genau innegehalten wird. Es 
kommt zwar nicht auf eine sehr genaue Innehaltung desselben an, da 
diese Aminoséuren eine ziemlich breite isoelektrische Zone besitzen, 
aber immerhin ist die Vernachlassigung eines Puffers eine Quelle der 
Unsicherheit. 

Die Versuchsanordnung bestand also darin, daf§ eine wisserige 
Lésung von Neutralsalzen verschiedener Art und Konzentration, welche 


1) Lundén, Sv. Vet. Akad., Arkiv f. Kemi 2, Nr. 11, 1905; s. auch 
Kuler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 97, 291, 1916. 

2) Pfeiffer und Wiirgler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 97, 128, 1916; 
Pieiffer und Angern, ebendaselbst 133, 180, 1924; 135, 16, 1924. 

3) ». Euler und Rudberg, ebendaselbst 140, 113, 1924. 

4) Adams, Journ. Amer. Chem. Soc. 38, 1503, 1916. 

5) Bjerrum, Zeitschr. f. physik. Chem. 104, 147, 1923. 

8) Brénstedt, zahlreiche Arbeiten in Zeitschr. f. physik. Chem.; Journ. 
Amer. Chem. Soc. 42, 761, 1920; 44, 938, 1922. 

7) Brénstedt und La Mer, Journ. Amer. Chem. Soc. 46, 455, 1924. 
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auBerdem eine geringe Menge eines Acetatpuffers enthielt, die dem iso 
elektrischen Punkt der zu untersuchenden Aminosiure entsprach, mit 
der Aminosiure gesattigt wurde. 


Fiir das Glykokoll gestaltete sich die Anordnung im einzelnen folgender 
maBen. Jede Lésung enthielt pro Liter 0,02 Mole Na-Acetat und 0,002 Mole 
Essigsiure. Damit ist das isoelektrische py mit geniigender Genauigkeit 
gewahrleistet. Denn wenn auch das Py des Acetatpuffers durch Neutral. 
salze etwas veraindert wird, so macht doch das praktisch nichts aus, da das 
Glykokoll eine breite isoelektrische Zone besitzt und Abweichungen im p,, 
selbst um eine ganze Einheit nach oben oder nach unten keine meBbare 
Ionisierung des Glykokolls hervorrufen, wie aus der Mitteilung von Sano 
hervorgeht. AuBer diesem Puffer enthielt die Lésung im allgemeinen irgend 
ein Neutralsalz in bestimmter Konzentration. Je 10 cem einer solchen 
Lésung wurden mit einem geniigenden UberschuB (4,0 g) Glykokoll versetzt. 
Das Praiparat von Kahlbaum ist nach den friiheren Erfahrungen von ge 
niigender Reinheit. Das Gemisch wurde in einem elektrisch regulierten 
Wasserbade von einer Temperatur von 22,0° mit einer Schwankung von 
héchstens */j9) Graden geschiittelt. Das Gleichgewicht war nach 7 bis 8 Stun- 
den sicher erreicht, wie durch verschiedene Kontrollversuche festgestellt 
wurde. Die Analysenproben wurden auf folgende Weise entnommen: ein 
Glasrohr von etwa 5 mm lichter Weite wurde an seinem unteren Ende mit 
gereinigtem Asbest verstopft, durch Erhitzen getrocknet und in einem ver- 
schlossenen GefaB iiber Chlorcalcium abgekiihlt. Dieses Rohr wurde in 
das noch im Wasserbade gehaltene Reaktionsgefa8 eingefiihrt und durch 
den Asbestpfropfen hindurch etwa 3 ccm der Lésung abgesaugt, das Filtrat 
aus dem Glasrohr durch sein offenes Ende ausgegossen und 2 cem hiervon 
sofort abpipettiert und in einem MaBkolben sofort auf 10 tem mit Wasser 
aufgefiillt. Von dieser Verdiinnung wurden je zwei Proben von 2 ccm zur 
N-Analyse nach Kjeldahl benutzt. Zur Titration wurden n/10 Lésungen 
von H,SO, bzw. CO,-freier NaOH und Methylrot als Indikator benutzt. 
Es wurden nur echte Neutralsalze untersucht, abgesehen von Na-Acetat, 
bei welchem das richtige py, leicht durch den Zusatz einer entsprechenden 
Menge Essigsiure hergestellt werden konnte. Andere hydrolysierende Salze 
wurden vermieden. Beim Tyrosin wurden gré8ere Flaschen mit 200 ccm 
der Lésung geschiittelt, welche stets 0,05 Mole Na-Acetat und 0,006 Mole 
Essigséure pro Liter enthielten. Vorversuche ergaben, da8 die Erreichung 
des Gleichgewichts eine ununterbrochene Schiittelzeit von 32 Stunden 
erforderte. Zum SchluB wurden zur Analyse je zwei Proben von 50 ccm 
entnommen, ahnlich wie beim Glykokoll, indem mit einer groBen, unten 
mit Asbest verstopften Pipette die Fliissigkeit aus dem noch im Wasserbade 
befindlichen VorratsgefiB abgesaugt wurde. Wegen der kleinen N-Mengen 
wurde die Titration des nach dem Kjeldahlverfahren gewonnenen N jodo- 
metrisch nach Bang ausgefiihrt. Die Resultate sind in den folgenden Tabellen 


verzeichnet. 

Wegen der Knappheit des Materials soll auf eine theoretische 
Erérterung desselben verzichtet werden. Die tatsichlichen Befunde 
lassen sich folgendermaBen zusammenfassen. 


1. Beim Glykokoll ist der EinfluB der Salze auf die Léslichkeit 


vom Anion kaum in merklicher Weise abhangig, dagegen ist der Einflul 
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der Kationen sehr deutlich. Die léslichkeitserhéhende Wirkung steigt 
in der Reihenfolge Rb, K, Na, Li, Ba, Ca. Die Nichtelektrolyte Mannit 
und Saccharose wirken dagegen léslichkeitsvermindernd. 


2. Beim Tyrosin dagegen unterscheidet sich die Wirkung der 
Anionen stark voneinander. Die Léslichkeitsverminderung wird starker 
in der Reihe SO,, Cl, Br, J. Umgekehrt wirken die Kationen, wenigstens 
die einwertigen, Li, Na, K, praktisch gar nicht, und erst bei den zwei- 
wertigen wird die léslichkeitsvermindernde Wirkung deutlich, und 
zwar wirken Ca und Ba gleich. 

Bei beiden Aminosiauren ist also der stirkere EinfluB der héheren 
Wertigkeit bei den Kationen deutlich, daneben erscheint beim Gly- 
kokoll innerhalb der Ionen gleicher Wertigkeit eine Abstufung nach 
der lyotropen Reihe fast nur bei den Kationen, beim Tyrosin fast nur 
bei den Anionen. 


Zur Veranschaulichung werden die Resultate in den folgenden 
beiden Diagrammen wiedergegeben. Die Geradlinigkeit der Kurven 
ist willkiirlich. 


A. Die Léslichkeit des Glykokolis. 


Die Angabe der Konzentration der Salze bezieht sich auf die waisserige 

Lésung vor dem Zusatz des Glykokolls. Da durch die Sattigung mit Glykokoll 

das Volumen etwas vermindert wird, ist sie in bezug auf die definiyive 
Mischung nicht zanz richtig. 





Loslich- 
keits- 
erhohung 


Konzen- Ajeldahl-Resultat mg N Glykokoll 

Salz tration in ccmn/10 Saure Mittel in 0,4ccm in g 
desselben _ fiir 0,4 com Lésung Lésung pro Liter 
Proz. 


10,60 
10°60 
10.40 
10,50 
10:35 
10.35 
10°40 
10°40 
10.75 
10,60 
10.45 
10:35 
10,60 
10.65 
10,40 \ 
10402 | 
10.90 

10:85 | 


Ohne Salz 10,50 14.70 196.9 








RbCl In 10,40 14,56 195,1 — 0,95 


KCl In 10,95 
10,65 


10,80 


10,87 15,22 203,9 + 3,5 


28* 
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Abb. 1 


Léslichkeit des Glykokolls im isoelektrischen Punkt 
in verschiedenen Salzlésungen, 


deren Konzentration auf der Abszisse angegeben ist. 























Abb. 2. 


Léslichkeit des Tyrosins im isoelektrischen Punkt R 
in verschiedenen Salzlésungen, 


deren Konzentration auf der Abszisse angegeben ist. 
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/ Konzen- A jeldahl+Resultat mg N Glykokoll Loslich- 
Salz tration in com n 10 Saure Mittel in 04 ccm in g keites 
desselben fiir0.4 ccm Lésung Lésung pro Liter erhéhung 


Proz. 


10.45 
10,75 
| 10,80 
10,50 


KCl 3n 10,62 14.87 199,2 + Il 


11,20 
11,15 | 
| 11,19 | 
11,20 
11,50 
\ 11,45 | 


NaCl In 11,18 15,65 209.8 + 65 


NaCl 3n 11,48 16.07 215.4 93 


11,65 


LiCl In 11,60 16,24 217,6 +. 10.5 


| 11,55 | 
| 11,62 | 
11,60 
11,00 | 
K Br In 10,95 10,93 15,30 205.1 + 41 
10,85 
11,30 ] 
11,10 


10,90 


111 15,55 2085 | + 58 


—_— -—_—_ —- ~~. 


10,90 
K,S0O, In 11,20 
| 11,20 
{ 11,10 
11,20 | 
10,45 
Na-Acetat In 10,55 
| 10,30 


12,45 ) 


11,11 15,55 208,5 + 58 


11,15 


15,61 209.2 + 62 
10,43 14,60 1961 — 0,66 
1252 | 17,53 2349 +192 


BaCl, In | 12.60 


12,95 
13,00 
| 12,90 


CaCl, In 12,95 18,13 242.9 + 23,3 


10,00 
Mannit van | os0 6st «96 | «13,98 | 1968.7 | — 


o 
ur 


8,35 ’ 
Rohrzucker In 8.25 8,30 11,62 155.7 — 20,9 
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B. Die Léslichkeit des Tyrosins. 





Salz 


Ohne Salz 
KCI 
NaCl 
LiCl 
BaCl, 
CaCl, 
K, SO, 
K Br 


KJ 


A jeldahl-Analyse 
in com n/100 Saure 
fiir 50 ccm Lésung 


11,40 
11,45 
11,55 
11,15 
11,20 
11,25 
11,55 
11,45 
13,85 
14.05 
13,90 
13,80 


mg N 
in 50 com 
Lésung 


1,600 


1,589 


1,610 
1,953 


1,939 


Geléstes 
Tyrosin 


g pro Liter 


0,414 
0,411 
0,406 
0,416 
0,505 
0,501 
0,406 
0,479 


0.564 


Léslich- 
keits- 
erhohung 


Proz 


— 0,65 











Vergleichendes Studium iiber den Blutkatalasegehalt 
bei den Berg-, Vorberg- und Talstammbewohnern in Mittelasien. 


Von 
A. L. Alexeeff. 


(Aus dem biochemischen Institut der medizinischen Fakultat der Mittel- 
asiatischen Staatsuniversitat zu Taschkent.) 


(Eingegangen am 15. April 1926.) 


Zur Anstellung vergleichender Untersuchungen iiber den Blut- 
katalasegehalt (im folgenden durch B. K. G. bezeichnet) bei den Berg-, 
Vorberg- und Talbewohnern wurden folgende drei Beobachtungs- 
punkte gewahlt: Die Kischlacke Britsch-Mulla und Sailyk und die im 
Tal gelegene Stadt Taschkent. 

Die Arbeit wurde wahrend der Sommermonate (Mai, Juni und 
Juli) ausgefiihrt, d.h. gerade zu derjenigen Zeit, wihrend welcher 
nach den Angaben von Burge (1) die Katalase die schwichste Intensitat 
aufweist. Bei den Untersuchungen bediente ich mich der ergiebigen 
und eben deswegen bequemen Permanganatmethode von A. Bach (2). 
Nur in einem einzigen Punkte wurde eine Abweichung dieses Ver- 
fahrens zugelassen: statt 2ccm der I proz. H,O,-Lésung wurden 5 ccm an- 
gewandt, damit nach Beendigung des Versuchs immer noch mehr als die 
Halfte des zugesetzten Wasserstoffsuperox yds, selbst bei hohem B. K. G., 
iibrigblieb. Bei simtlichen Versuchen wurde Perhydrol von Merck in einer 
Lésung von 1 ccm + 29ccem H, O (1 proz.) benutzt. Jeder Versuch wurde 
zunachst einer strengen Kontrolle unterworfen und darauf der Mittel- 
wert aus den Aufzeichnungen ermittelt. Die Temperatur bei den Ver- 
suchen war gleich 22 bis 24°C; das py betrug etwa 7,2. Wasser wurde 
erst nach zweimaliger Destillation gebraucht. Der Katalasegehalt 
wurde nach der Anzahl Milligramme Wasserstoffsuperoxyd gemessen, 
die durch 1 ccm Blut wahrend 30 Minuten zersetzt worden waren. 
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Es wurde eine Anzahl orientierender Versuche vorgenommen, von 
denen sich die erste Serie auf die Ermitthung der Fehlergrenzen des 
Versuchs (unter unseren Arbeitsbedingungen) bezog; zu diesem Zwecke 
wurde eine Reihe von Versuchen mit je drei Bestimmungen des B. K. G. 
angestellt. Das Blut wurde in Einzelproben aus den Fingern der Hand 
eines und desselben Menschen entnommen. 


Tabelle 1. 





Abweichung 
Namens:- Bestimmung vom Mittelwert 
initiale | Mittelwert in Proz. 
I Il Ill + 

M. F. 18,5 17,8 188 18.4 3 2 
K. L. 15,6 15,9 16,6 16,0 3 4 
N. S. 17,5 17,2 18,3 17,7 3 3 
T.S. 16,8 15,0 16,1 15.9 6 6 
. a 19.4 20,2 18.9 19.5 3 3 
K. S. 15,7 15.0 16,2 15,6 4 4 
A. C. 18,4 18.0 17,7 18,0 2 2 


Die prozentuale Abweichung vom Mittelwert (3,3 Proz.) nahert 
sich sehr den Daten der Schwankungsbreite des von Steppuhn und 
Timofejewa (3) aufgefundenen B.K.G. von Kaninchen, der in drei 
sukzessiv untersuchten‘Bluttropfen bestimmt wurde. 

Eine zweite Serie von einleitenden Versuchen bezweckte das 
Studium des Einflusses verschiedener Verdauungsstadien auf den 
B. K. G., was ermittelt werden muBte, um die Zeit der Probeentnahme 
in den Nachmittagsstunden aufkliren zu kénnen. (Die Versuche an 
jedem einzelnen Menschen wurden bei den vergleichenden Unter- 
suchungen dreimal taglich ausgefiihrt, am Morgen, um die Mittagszeit 
und abends). 

Magat (4) hat gezeigt, daB bei gesunden Menschen bereits eine halbe 
Stunde nach dem Probefriihstiick ein deutliches Anwachsen des B. K.G. 
festzustellen ist. Iwanitzki-Wassilenko (5) hat in seinen Versuchen mit 
Katzen keine merklichen Schwankungen bei deren Ernahrung mit 
Milch beobachten kénnen, dagegen machte sich bei starker Fleisch- 
ernihrung ein gewisser Zuwachs des B. K.G. geltend. Dietrich und 
Golowatschewa (6) finden im Gegensatz dazu eine Erniedrigung des B. K. G. 
114, bis 2 Stunden nach der Nahrungseinnahme. Bei unseren Versuchen 
wurden drei Bestimmungen ausgefiihrt: vor der Nahrungseinnahme 
sowie 2 und 4 Stunden nach derselben. Die Nahrung der untersuchten 
Usbecken bestand hauptsichlich aus Reis, WeifSbrot und Milch unter 
Zugabe einer unbedeutenden Quantitét von Hammelfleisch und Fett 
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Tabelle 11. 





Namens:- Bestimmung 


mie Mittelwert 

initiale , tI ill 

C. M. 14.5 14.0 12.5 13,7 
S. M. 16.7 15,9 16,3 16.3 
A.S., 16,5 14.9 15.9 15,7 
Fo 17,4 17,0 17,9 17,4 
C. C, 15.8 16,8 16,2 16.3 
A.C. 16,8 16.0 17.4 16,7 
C. G. 17.5 17,8 17.0 17.4 
S. A. 15.6 15,0 14.4 15,0 
B.S. 13,8 13,4 14,2 13,7 
KS. 14.9 15.5 15.9 15.4 


Aus den angefiihrten Daten dieser Tabelle ist ersichtlich, daB in 
sieben Fallen von zehn Versuchen eine Erniedrigung des B. K. G. 
2 Stunden nach der Nahrungseinnahme beobachtet wurde; nach 
4 Stunden zeigen fiinf Versuche einen unbedeutenden Zuwachs und 
fiinf Fille ein Absinken im Vergleich mit der ersten Bestimmung. 
Da diese Schwankungen jedoch innerhalb der Fehlergrenzen der Ver- 
suche lagen, so kann man annehmen, da in unseren Versuchen keine 
merklichen Schwankungen vor und nach der Nahrungseinnahme zutage 
getreten sind. 

Die dritte Serie der Orientierungsversuche sollte den Zusammen- 
hang zwischen B. K. G. und dem Alter aufkliren, worauf beim fort- 
gesetzten vergleichenden Studium Riicksicht zu nehmen war. 

Die Versuche wurden an Knaben im Alter von 10 bis 14 Jahren 
und Miannern (Usbecken) im Alter von 25 bis 30 Jahren ausgefiihrt. 
Die Versuchsbedingungen waren in allen Fallen genau dieselben. 


Tabelle 111. 








ee Alter | BOK. G. — Alter B. K.G 
J. GC. 14 24.6 M. C. 27 16.8 
F. S. 12 23,8 K, A. 30 18.4 
I. M. 13 25.4 F. 1. 25 176 
K.S. 10 25.8 A. V. 29 15.8 
A. B. 12 23.4 M.S. 25 18,2 
F. M. 14 26.8 SS. M. 30 14.8 
N.M. 1! 23.5 K. S. 29 15,6 
J. B. 12 25.5 S. A. 26 19,4 
Z. A. 14 23.8 M. R. 27 16.4 
R.E. 13 24.5 G. R. 30 18.0 


Es erwies sich, daB der Mittelwert des B. K. G. bei Kindern (24,7) 
um 45 Proz. gréBer ist als bei Erwachsenen (17,0), daher wurden fiir 
die weiteren zum vergleichenden Studium angestellten Versuche nur 
Proben von Erwachsenen entnommen, bei denen die medizinische 
Untersuchung keine anomalen Abweichungen ergab. 
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Resultate der im Kischlack Sailyk ausgefiihrten Versuche. 

Der Kischlack Sailyk ist im Tal des Flusses Tschirtschik gelegen und 
55 Werst von Taschkent entfernt, Seine Héhe iiber dem Meeresspiegel 
betrigt etwa 800m. Im Westen, in einer Entfernung von 10 bis 15 Werst, 
streckt sich die 1500 bis 2000 m hohe Gebirgskette von Sairam hin. Im 
Osten ist in der Ferne (30 bis 40 Werst) eine lange Kette von schnee- 
bedeckten Gebirgskammen zu sehen. Wahrend der Arbeitsperiode (15. Mai 
bis 15. Juni) schwankte die Lufttemperatur von 16 bis 18° (am Morgen) 
bis 27 bis 28° (nachmittags). Am Abend sank dieselbe auf 20 bis 22°. Die 
Quantitat der Niederschlige war unbedeutend. 

Die Nahrung der untersuchten Usbecken bestand hauptsachlich 
aus Kohlehydraten. Wahrend der Versuchszeit wurden die Leute mit 
keiner schweren physischen Arbeit belastigt. Die Versuche wurden 
dreimal taglich ausgefiihrt: um 8 Uhr frith (2 Stunden nach dem Friih- 
stiick), um 2 Uhr nachmittags (2 Stunden nach dem Mittagessen) und 
um 6 Uhr abends (2 Stunden nach dem Abendmahl). 


Tabelle IV. 





ane LL Il. yy as Il. Erniedrigun, 
‘initiale Bestimmung | Bestimmung des B. K. G. Bestimmung | des B.K.G. Mittelwert 
Morgen | Tag Proz. Abend Proz. 

S. A. 17,4 16,5 6 15,0 14 16,3 
A. N. 17,0 14.5 12 15,3 10 15.6 
C.F, 148 14,2 4 13,0 11 14,1 
N. K. 15,6 15,0 4 13,2 14 14.6 
N. 7. 16.4 16,2 ; | l 16,0 3 16,2 
K, Z. 17,4 16,0 8 15,6 11 16,3 
M.F. 15,4 13,8 ll 13,0 15 14,1 
N. F. 15,1 14,0 8 12,5 17 13,8 
L. N. 18,1 16,2 10 16,1 10 16,8 
K.S. 13,0 12,8 2 12,4 5 12,7 
N.S. 16,7 15.5 7 15,2 9 15,8 
F. C. 15,4 132 | 15 14,6 5 14,9 
N.M. 13,3 14,4 | + 8 12,1 10 13,3 
V.C. 18,0 15,2 16 15.0 18 16,0 
B. V. 14.4 140 =| 3 13,0 10 14,1 
Dw. 16,7 14.8 | 12 15,4 8 15,6 
fe 16,4 16,0 3 15,2 8 15,8 
O. R. 16,0 15,2 5 14.8 8 15,3 
K. A. 16,1 12.6 22 14.5 10 14,4 
M.1I. 16,8 17,2 | +3 16,2 4 16,7 


Aus den Analysenresultaten dieser Versuchsreihe ist zu ersehen, 
daB in simtlichen Versuchen ein Absinken der katalatischen Blutstarke 
in den Abendstunden im Vergleich mit den Werten der Morgenstunden 
(im Durchschnitt auf 10,4 Proz.) erfolgt. In 18 Fallen von 20 Versuchen 
ist der B. K. G. am Tage niedriger als am Morgen. 

Die erwahnte Erniedrigung kann selbstverstandlich nicht als eine 
stark ausgesprochene angesehen werden, da ihre prozentuale Schwan- 
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kungsbreite dem von Bach und Iwanilzki-Wassilenko (7) angegebenen 
Werte der normalen physiologischen Schwankung nahe steht. Dennoch 
legt das beobachtete bestindige Sinken des B. K. G. den Gedanken 
nahe, einen physiologischen Verlust der katalatischen Blutstarke, 
wenigstens in unseren Lebensbedingungen, anzunehmen, der sich 
von friih an bis zum Abend vollzieht. Eine derartige, jedoch 
stirker ausgepriagte Erniedrigung wurde in den von uns im Gebirgs- 
gebiet der Tadjicken (Britsch-Mulla) ausgefiihrten Versuchen eben- 
falls konstatiert. 

Der Gesamtmittelwert des B. K. G. (120 Bestimmungen) ist fiir 
Sailyk gleich 15,3. 


Resultate der im Kischlack Britsch-Mulla ausgefiihrten Versuche. 


Der 85 Werst von Taschkent entfernte, fast ringsum mit Bergen von 
einer Héhe von 2000 bis 3000m umrahmte Kischlack Britsch-Mulla 
zeichnet sich durch seine héchst malerische Lage aus. Der einige Werst 
vom Kischlack gelegene Berg Tschimgan hat eine Héhe von 3330 m. Die 
Héhe von Britsch-Mulla iiber dem Meeresspiegel betrigt etwa 1000 m. 
Das mit stiirmischer Gewalt von den Bergen den GebirgspaB herabflieBende 
BergfliiBchen Kok-Su dient fiir die Wasserversorgung des Kischlacks. 
Die Lufttemperatur war waihrend der Arbeitsperiode (15. Juni bis 15. Juli) 
etwas héher als in Sailyk; dieselbe betrug namlich 19° (am Morgen) und 30° 
(nachmittags). Wahrend dieser Periode waren weder Niederschlage noch 
Bewélkung vorhanden. Die Versuchsbedingungen blieben dieselben wie in 





Sailyk. , 
i 
Tabelle V. : 
Ne 1 IL. E yy as Ill. E “yy a: 
‘Namens* Bestinmung Bestimmung des B. K.G. Bestimmung des B.K.G. Mittelwert 
as Morgen Tag ~ Abend Proz. 
A, F., 26,1 21,4 18 17,6 30 21,3 
N.S. 23,1 20,4 12 17,4 25 20,3 
F. R. 21'4 16,4 24 16,0 26 17,9 
N. Z. 26,8 20,8 22 16,6 38 210 
K, A, 24.4 20,6 16 18,1 26 20,0 
| 20,2 19.8 2 18,0 11 19.3 
M.1. 24.4 20,1 10 20,4 17 21,8 
N. A. 22,4 19.6 13 18,8 16 20.3 
Z. V. 26,2 18,6 30 18,3 30 21.0 
M.L 22,1 23,0 + 5 17,4 22 20,8 
N.G 24,3 19,2 21 17,8 27 20.4 
R. ; 23,9 208 13 17,9 27 20,9 
K. L. 25,2 20,3 20 19,0 25 25,5 
.. Be 23,2 21,0 10 18,5 20 20.9 
B.C. 25,6 —- -- 17,9 30 21,7 
G. J. 23,4 22,2 5 21,0 10 22,2 
A. 8S, 25.5 20.8 19 19,0 26 21,7 
A.C. 24.6 23,4 4 20.1 18 22,7 
R. C. 25.9 22,1 20 19.8 23 22.6 
A. K, 26,2 23,0 12 20,1 24 23,1 
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Die in  Britsch-Mulla_ angestellten Versuche zeigen’ einen 
schirferen Unterschied zwischen dem Katalasegehalt in den 
Morgen- und Abendstunden, als es bei den vergleichenden Ver- 
suchen fiir Sailyk erhalten worden ist. Die prozentuale Er- 
niedrigung des B.K.G. ist im Durchschnitt gleich 23,4 Proz. 
Ein Sinken des B.K.G. ist in saimtlichen Versuchen beobachtet 
worden. Ein etwas weniger scharfes Absinken des B. K. G. im 
Vergleich zu den Morgenstunden hat wihrend der Tageszeit statt- 
gefunden. 


Der Gesamtmittelwert des B. K. G. (116 Bestimmungen) 
ist gleich 27,7. Die prozentuale Erhéhung des B. K. G. im Ver- 
gleich mit Sailyk ist gleich etwa 38 Proz. Bei vergleichenden 
Untersuchungen iiber den B. K. G. bei den Usbecken und den 
Russen der Stadt Taschkeni (38 Versuche) wurde kein deutlicher 
Unterschied zwischen dem B. K. G. in der Morgen- und Abend- 
zeit konstatiert. 

Der Gesamtmittelwert des B.K.G. steht dem fiir Sailyk er- 
haltenen nahe. 


Die angefiihrten Daten erlauben uns, nachstehende Folgerungen 
zu ziehen: 

1. Der B. K. G. des Menschen andert sich mit dem Alter. Bei 
Kindern im Alter von 10 bis 14 Jahren ist derselbe um 40 bis 45 Proz. 
héher als bei Erwachsenea. 

2. Beim Einnehmen der hauptsichlich aus Kohlehydraten be- 
stehenden Nahrung wurden, in verschiedenen Verdauungsphasen, 
keine merklichen Schwankungen des B. K. G. beobachtet. 


3. Bei Berg- und Vorbergbewohnern ist ein Maximum der katala- 
tischen Blutstirke in den Morgenstunden und ein Minimum in den 
Abendstunden beobachtet worden. (Die prozentuale Erniedrigung 
schwankt von 10 bis 30 Proz.) 

4. Bei Stammbergbewohnern ist die katalatische Blutstarke 
gréBer als bei den Vorberg- und Talbewohnern, bei welchen der B.K.G. 
innerhalb normaler Grenzen beobachtet wird. 

5. Die erwihnte Verstirkung des B.K.G. (38 Proz.) bei den 
Bergbewohnern, bei denen die Oxydationsprozesse mit einer gréBeren 
Intensitaét als bei den Bewohnern der Niederungen verlaufen, ist eine 
Bestatigung der Schutzrolle, die die Katalase im Organismus zu spielen 
pflegt. 

Untersuchungen iiber diesen Gegenstand, zugleich mit Berechnung 
der roten Blutkérperchen, der Ermittlung des Hb-Index usw., die aus 
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technischen Griinden in der verflossenen Zeitperiode nicht beriick- 
sichtigt werden konnten, werden wahrend dieses Sommers weiter 
verfolgt. 
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Eine neuvere kolorimetrische Methode 
zur quantitativen Bestimmung der gallensauren Salze im Blute. 


Von 
Paul Szilard. 


(Aus der IV. medizinischen Universitétsklinik in Budapest.) 


(Eingegangen am 22. April 1926.) 


n dem letzten Jahrzehnt wurde der Pathologie der Leber ganz 
In d letzt Jahrzehnt le der Pathologie der Leber g 
besondere Aufmerksamkeit geschenkt. Es wurde iiber neue Verfahren 
verichtet, welche uns in histologischer sowie chemischer Hinsicht zur 
t htet lek histol } I her H ht 
griindlicheren Kenntnis der Leberkrankheiten naher fiihrten. Unter 
all diesen Neuerungen taucht stardig das Bestreben auf, die Rolle der 
gallensauren Salze klarzulegen. Jahre hindurch wurden zahlreiche 
, ‘ . . . ee . 
Verfatren empfohlen, doch den Mangel einer wirklich verlaBlichen 
beweist am besten die grofe Anzahl der empfohlenen Methoden. 


Es wurde auf den verschiedensten Wegen versucht, das Problem zu 
lésen. Empfohlen wurden gravimetrische (Huppert-Neukomm, Hoppe- 
Seyler, Goodman, Spiro, v. Bergmann), kolorimetrische (Udrdnszky, M ylius, 
Inouye und Ito, Gilbert, Chabrol und Benard, Herzfeld und Haemmerli), 
gasometrische (Foster und Hooper, Rusenthal und v. Falkenhausen) und 
stalagmometrische Methoden, welche jedoch entweder auBerordentlich 
schwerfallig und langwierig, oder aber vollkommen unverlaBlich sind, wie 
z. B. die kolorimetrischen Verfahren, welche sich mit verschiedenen Modi- 
fikationen von der Pettenkoferschen Reaktion herleiten. Diese Reaktion 
jedoch geben auBer den Gallenséuren noch zahlreiche solche Substanzen, 
welche auszuschalten auBerordentlich schwer, ja sogar unméglich ist. Die 
am allgemeinsten verbreiteten sind vielleicht noch die stalagmometrischen 
Verfahren, welche auf der Hayschen Probe basieren, auf jener Erfahrung, 
daB die gallensauren Salze die Oberflichenspannung herabsetzen. Be- 
sonders Lepehne(1) beschaftigte sich viel mit dieser Frage. Die Resultate 
miissen jedoch mit groBer Zuriickhaltung empfangen werden, da die Al- 
bumosen, Peptone, Fettsiuren und Acetonkérper die Oberflichenspannung 
ebenso herabsetzen, wie die gallensauren Salze, auBerdem ist sogar der 
Sauregrad und der Kochsalzgehalt des Untersuchungsmaterials von nicht 
geringem EinfluB auf die Oberflichenspannung. Neuestens schlug Raue (2) 
eine Methode zur Bestimmung der gallensauren Salze in der Galle sowie 
im Duodenalsaft vor. Die Methode beruht auf jener Beobachtung Ham- 
marstens, daB sich die gallensauren Salze mit konzentrierter Schwefelséure 
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bei Zimmertemperatur zu einer rotgelben, prachtvoll in Griin fluoreszierenden 
Fliissigkeit lésen. Das Verfahren scheint jedoch recht derb und gibt wahr- 
scheinlich keine genauen Werte. 

Vor nicht langer Zeit berichtete auch ich (3) von einer Methode 
zur Bestimmung der gallensauren Salze im Blute. Die Methode beruht 
auf der Lifschiitzschen Reaktion, nach welcher gallensaure Salze in 
Eisessiglésung nach Oxydierung durch Benzoylsuperoxyd auf die 
Hinzugabe einer Mischung von Schwefelsiure und Eisessig eine aus- 
gesprochene griine Farbenreaktion geben. AuBer den gallensauren 
Salzen gibt auch das Oxycholesterin dieselbe Farbenreaktion, welche 
zwar im voraus entfernbar ist, zweifellos hat jedoch diese Methode 
auch andere Fehler, welche oft auch dann die Entwicklung der charak- 
teristischen griinen Farbe verhindern, wenn gallensaure Salze in an- 
sehnlicher Menge vorhanden sind. 

Eben diese nicht vollkommen verlaBlichen und nicht einheitlichen 
Resultate eiferten mich an, von neuer Basis ausgehend, eine neue 
Methode zu suchen, welche empfindlich sei und frei von den erwaihnten 
Fehlern. Nach langem Experimentieren arbeitete ich eine verhiiltnis- 
maBig einfache kolorimetrische Methode aus, welche bei wenig Blut- 
verbrauch verlaBliche Resultate zu geben scheint. 

Die Grundlage der Methode beruht auf folgendem: 

Es ist lange bekannt, daB das glykocholsaure Natrium aus seiner 
wisserigen Lésung durch die optimale Menge einer Ferrichloridlésung 
quantitativ ausfillbar ist. Wenn das taurocholsaure Natrium so voll- 
kommen auch nicht niederschlagbar ist, so wurde ich doch durch zahl- 
reich hierauf gerichtete Versuche iiberzeugt, dal} es in so geringer Menge, 
wie es im menschlichen Blute vorkommt, mit diinner Ferrichlorid- 
lésung ebenfalls quantitativ niederschlagbar ist. Die gallensauren 
Salze durch einen Uberschu8 von Alkohol aus dem Blute extrahierend, 
lassen wir den Alkohol fast vollstandig verdunsten und schlagen dann 
die gallensauren Salze mit Ather nieder. Den Niederschlag lésen wir in 
destilliertem Wasser und fallen die gallensauren Salze mit einer diinnen 
Ferrichloridlésung aus. Unterdessen reiBen die Gallensalze auch eine 
gewisse Menge des Ferrichlorids an sich, welche mit der Konzentration 
der in der Lésung vorhandenen gallensauren Salze streng proportional 
ist. Den wasserunléslichen Niederschlag in Alkohol lésend, bekommen 
wir auf die Hinzugabe einer kleinen Menge von Sulfosalicylsiure eine 
schéne rosa Farbenreaktion, deren Intensitaét von der Quantitit des 
vorhandenen Eisens abhangig ist. Aus der Menge des durch die gallen- 
sauren Salze gebundenen Eisens kénnen wir dann auf deren Quantitat 
schlieBen, diese mit einer auf ahnliche Weise vorgenommenen Farben- 
reaktion von gallensauren Salzen von einer bekannten Menge ver- 
gleichend. 
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Die Methode. 

Die erforderlichen Lésungen sind die folgenden: 

1. Eisenchloridlésung. Dies ist eine lproz. wisserige Lésung des 
kristallisierten Ferrichlorids, enthaltend auch noch 0,5cem_ kon- 
zentrierte Salzsiiure (spezifisches Gewicht 1,13) in 1000cem. Die 
Hinzugabe des letzteren verhindert das iibrigens eintretende Triib- 
werden der Ferrichloridlésung. Diese Lésung ist lange unverandert 
haltbar; man verwahrt sie zweckmaBig in einer braunen Flasche. 

2. Sulfosalicylsdurelésung. Eine 20proz. wisserige Liésung der 
chemisch reinen Sulfosalicylsaure. 

3. Vergleichsfliissigkeit. Zu den kolorimetrischen Vergleichungen 
wurde anfinglich die wasserige Lésung des chemisch reinen glykochol- 
sauren Natriums verwendet. Da aber diese Lésung rasch triibe 
und zum Gebrauch ungeeignet wird, dachte ich diese zweckmaBig mit 
einem anderen, bestandigeren Material zu ersetzen, damit die schwer- 
fillige und miihsame Bereitung der neuen Stammlésung ausschaltend. 
Dieses Ziel erreichte ich in folgender Weise. 

Aus chemisch reinem, glykocholsaurem Natrium wurden 0,5 g auf 
analytischer Wage abgewogen und in 2000 ccm warmen destillierten 
Wassers in einem geeichten Mefikolben aufgelést. Das Material lést sich 
sehr leicht in einigen Minuten. Nach Filtrierung aus dieser 0,25prom. 
Lisung 1000 ccm abmessend, wurden tropfenweise 100 ccm aus der 
| proz. Ferrichloridlésung unter standigem Rihren hinzugegeben. Bei 
Hinzugabe des Ferrichlorids triibte sich die urspriinglich vollkommen 
durchsichtige Fliissigkeit, dann scheidet sich allmahlich ein rostbrauner 
Niederschlag aus. Um diesen sonst ziemlich verzégernden Prozei 
zu beschleunigen, legen wir den Kolben zweckmaBigerweise in den 
Thermostaten bei 37°C. Beilaufig nach 20 Stunden scheidet sich der 
ziemlich massenhafte rostfarbige Niederschlag aus, welcher dann ab- 
genutscht, mit destilliertem Wasser gewaschen, vollkommen getrocknet, 
pulverisiert und dann in 10 Liter warmen absoluten Alkohols gelést wird. 

Diese Lésung ist aber noch immer so konzentriert, daB sie fiir 
eine Standardfliissigkeit ungeeignet wire. Eine gut brauchbare Standard- 
lésung aber wird erhalten, wenn jene vor Benutzung mit der gleichen 
Menge von absolutem Alkohol verdiinnt wird. 5 cem dieser verdiinnten 
Lisung abpipettierend, werden 5 ccm reines Chloroform, dann 0,2 ccm 
der Sulfosalicylsiurelésung hinzugegeben und nach Durchmischung 
5cem destilliertes Wasser. Nun wird die Fliissigkeit kraftig durch- 
geschiittelt. Die Fliissigkeit ist anfangs rostfarbig, nach einigen Stunden 
verindert sich aber die obere Fliissigkeitsschicht schén rosafarbig. 
Die auf diese Weise erhaltene Farbe, welche noch immer geniigend 
intensiv ist, ist schon fiir die Kolorimetrie gut geeignet. Diese Farbe 
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entspricht 0,0000625g¢, d.h. 0,0625 mg glykocholsaurem Na. Die 
Reaktion ist also auBerordentlich empfindlich. 

Anfanglich experimentierte ich auch mit einer solchen Standard- 
lésung, welche neben dem glykocholsauren Na auch taurocholsaures Na 
enthielt. Spater aber wurde dies letztere weggelassen, weil es unméglich 
war, ein vollkommen reines Priparat zu erhalten. Deshalb schien es 
zweckmabBiger, ausschlieBlich nur mit dem glykocholsauren Na zu 
arbeiten. 

Die weiteren Versuche zeigten, daB eine mit der des glykochol- 
sauren Na ziemlich gut iibereinstimmende Farbe erhalten wird, wenn 
Ferriammoniumsulfat mit Sulfosalicylsiure zusammengebracht wird. 
Und das Ferriammoniumsulfat hat den Vorteil, daB es beinahe un- 
begrenzt haltbar ist. Auf Grund zahlreicher Versuche und von genauen 
Vergleichen wurde festgestellt, daB eine mit der der bezeichneten Menge 
von glykocholsaurem Na gleiche Farbe auf folgende Weise zu_ er- 
halten ist: 

Mit analytischer Wage sind 0,44 g von dem chemisch reinen Ferri- 
ammoniumsulfat abzumessen und in einem genauen MeBkolben auf 
1000 cem aufzufiillen. Es list sich auBerordentlich leicht, nach kurzem 
Stehen triibt es sich jedoch. Um dies zu verhindern, wird der Fliissigkeit, 
ehe diese 1 Liter erreicht, 1 ccm konzentrierte Salzsiure zugegeben. 
Nach Filtrierung der vollkommen durchsichtigen, wasserklaren Fliissig- 
keit werden 100 ccm derselben mit einer geeichten Pipette abgemessen 
und in einem anderen MeBkolben nach der Zugabe von 0,9 ccm kon- 
zentrierter Salzsiiure (spezifisches Gewicht 1,13) auf 1000 ccm auf- 
gefiillt. 

Diese Lésung ist fiir eine ziemlich lange Zeit, aber nicht unbegrenzt, 
haltbar. Deshalb ist es ratsam, sie nach 2 bis 3 Monaten zu erneuern. 

5cem von der oben genannten Lésung mit 0,2 cem 20proz. Sulfo- 
salicylsiure zusammengebracht, entsteht eine mit der erwihnten 
Menge des glykocholsauren Na vollkommen iibereinstimmende Farbe. 
Die volle Entwicklung der Farbe nimmt einige Minuten in Anspruch. 
Deshalb wird die Fliissigkeit 5 bis 10 Minuten stehengelassen und wird 
dann in den Kolorimeter gebracht. 

Das Verfahren selbst ist wie folgt: 

Das durch Venenpunktion gewonnene Blut wird in einen Kolben 
flieBen gelassen, in dem vorhergehend wenig fein verstaubtes Na-Citrat 
oder -Oxalat gegeben wurde. Nach griindlicher Zusammenmischung 
wird das Blut abzentrifugiert und aus dem Plasma werden 5 ccm aus 
einer Pipette in 250 cem absoluten Alkohol oder absoluten Methy!- 
alkohol getropft. Wiahrend dieses Prozesses ist der Alkohol in standiger 
Bewegung zu halten, wodurch das Knotigwerden des prazipitierten Ei- 
weiBes vermieden wird. Jetzt wird die Fliissigkeit in ein laues Wasserbad 
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gegeben und diese in standiger Bewegung haltend im Wasserbad auf- 
gekocht, einige Minuten kochen gelassen, dann filtriert. Das Becherglas 
wird zwei- bis dreimal mit heiBem absoluten Alkohol bzw. Methy!- 
alkohol ausgespiilt und die heiBe Spiilfliissigkeit ebenfalls auf das 
Filter gebracht. Der Alkohol wird im Vakuum abdestilliert, so daB 
nicht mehr als 10 bis 15 cem Fliissigkeit zuriickbleiben. Nach Abkiihlung 
werden unter stindigem Riithren sukzessive 300 ccm absoluten Athers 
dazugegeben. Die Fliissigkeit triibt sich schon nach Hinzugabe von 
wenig Ather und verstirkt sich die Triibung im Verhiltnis mit der 
Menge des hinzugegebenen Athers. Nach einigen Stunden Stehen 
klirt sich die triibe Fliissigkeit auf. Dann wird die Ather-Alkohol- 
mischung vorsichtig abgesaugt, der Niederschlag mit Ather drei- bis 
viermal gewaschen, und zuletzt lassen wir die geringe, anders nicht 
entfernbare Menge Ather auf dem Wasserbad verdunsten. Nachher 
lésen wir den Niederschlag in 5 cem destillierten Wassers. 

Der Niederschlag lést sich gewéhnlich nach griindlicher Zusammen- 
mischung schon in der Kilte gut. Oft jedoch — besonders in Fiillen 
von ausgesprochenem Obstruktionsikterus — enthalt die Fliissigkeit 
auch in Wasser unlisliche Kérnchen, welche nur suspendiert sind und 
sich langsam zu Boden senken. Um Zeit zu gewinnen, zentrifugieren 
wir die Fliissigkeit ab und geben zu der vom Niederschlag abgegossenen, 
vollkommen reinen, durchsichtigen, je nach dem Krankheitsfall blassen 
bis bierbraunen Fliissigkeit 0,3ccm, in Fallen von sehr starker 
Obstruktion 0,5 cem Eisenchloridlésung. Nach griindlicher Zusammen- 
mischung geben wir sie in den Thermostaten bei 37°C. 

Anfangs triibt sich die Fliissigkeit, dann scheidet sich allmahlich 
ein rostbrauner Niederschlag aus. Wir warten so lange, d. h. wir halten 
die Fliissigkeit so lange im Thermostaten, bis diese iiber dem Niederschlag 
sich vollkommen aufkldirt und durchsichtig wird. Dies tritt um so eher 
ein, je mehr gallensaure Salze vorhanden sind. In solchen Fallen be- 
kommen wir in 15 bis 20 Minuten eine vollkommene Ausfallung, wahrend 
unter physiologischen Verhiltnissen auch einige Stunden beansprucht 
werden kénnen. 

Nach vollstandiger Ausfillung wird die Fliissigkeit abzentrifugiert 


und — um den Niederschlag von dem nicht gebundenen Eisen zu 
befreien — der Niederschlag noch zweimal mit destilliertem Wasser 


gewaschen, dann wieder abzentrifugiert. Danach werden zum Nieder- 
schlag 5cem absoluten Alkohols gegeben, damit griindlich zusammen- 
geschiittelt und in ein gréBeres Reagenzglas gegossen. Das Zentri- 
fugierréhrchen wird mit neueren 5 ccm Alkohol ausgespiilt und dieser 
auch zu den friiheren gegeben. Nach griindlicher Durchmischung 
werden 5 ccm reinen Chloroforms zugegeben. Es wird wieder gut auf- 
gemischt und 0,2cem aus der 20proz. Sulfosalicylsiurelésung dazu- 
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gegeben. Griindlich zusammenmischend, werden 5 ccm eines solchen 
destillierten Wassers, welches auch lccm konzentrierte Sa!zsiure 
spez. Gewicht 1,13) in 1000 ccm enthalt, dazugegeben und die 
Fliissigkeit wird kraftig durchgeschiittelt. Das Wasser scheidet 
sich alsbald ab und nimmt oben Platz, wahrend das Chloroform 
nfolge seines gréBeren spezifischen Gewichts hinuntersinkt. An- 
fangs ist die Fliissigkeit triibe, wie aber das Chloroform dunstet, 
klart sie sich allmahlich auf, und das Wasser nimmt eine schéne rote 
Farbe an. Das Verdunsten des Chloroforms nimmt eine gewisse Zeit in 
Anspruch. Dr’ese ist jedoch abkiirzbar durch DaraufflieBenlassen von 
warmen (ungefihr 50°C) Wasser. Es ist aber unbedingt abzuwarten, 
bis sich das Chloroform von der Wasserschicht vollkommen entfernt, 
was dann eintritt, wenn die rote obere Schicht vollkommen rein, 
durchsichtig und nicht mehr triibe ist. 

Darnach geben wir die rote Fliissigkeit in den Kolorimeter und 
fiihren mit dem oben ausfiihrlich beschriebenen Standard den Vergleich 
aus. Den Dubosqschen Kolorimeter benutzend, stellen wir den Standard 
auf 25 mm, und dann ist die Berechnung wie folgt: 


Wenn wir die unbekannte mit zx, mit z die dem Standard 
entsprechende gallensaure Salzquantitat, mit A die Héhe des Standards, 
. . ; ; :; -h 
mit & die der unbekannten Lésung bezeichnen, so ergibt sich: « =z. |. 
Uy 
Die Berechnung kann noch vereinfacht werden, vor Augen haltend, 
daB z immer so viel ist, wie 0,0625 mg und h stindig 25mm. Die ge- 
nannte Multiplikation im voraus ausfiihrend, miissen wir immer nur 
1,5625 mit der dem Unbekannten entsprechenden, abgelesenen Milli- 
meterzahl dividieren. 


Diskussion der Methode. 


Bei der Beschreibung des Verfahrens schien es zweckmabig der leichteren 
Ubersicht halber, jede Diskussion und Begriindung zu vermeiden. Es ist 
die Aufgabe des Folgenden, dies nachzuholen. 

Vor allem méchte ich die Extrahierung der gallensauren Salze besprechen. 
Hammarsten schligt* die wiederholte Extraktion des durch den Alkohol 
niedergeschlagenen EiweiBes vor. Ich habe mich aber iiberzeugt, da® dies 
nicht nur tiberfliissig, sondern auch unzweckmaBig ist. Es ist nimlich das 
an dem Filtrierpapier haften gebliebene EiweiB niemals so vollkommen zu 
entfernen, ohne daB ein kleinerer oder gréBerer Stoffverlust vermeidbar ware. 
Es scheint ratsamer und einfacher, heiBen Alkohol durch den Eiweib- 
niederschlag zu filtrieren. Die méglichst volle Extraktion bezweckt auch 
die ungewoéhnlich groBe Menge Alkohol, welche wesentlich mehr ist, als der 
durch Hammarsten vorgeschlagenen 85 Vol.-Proz. Die Extraktion wird 
auch auf diese Weise noch nicht vollkommen. Das Eiwei8 wird naimlich 
noch immer etwas gallensaures Salz mit sich zuriickhalten. Die Menge 
des letzteren ist jedoch so minimal, daB es praktisch zu vernachlassigen ist. 


99 * 
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Die Extraktion mit einem wasserreichen Alkohol gibt wesentlich schlechtere 
Resultate. Methylalkohol ist fiir die Extraktion mit einem ebenso guten 
Resultat brauchbar. 

Gelegentlich der Ausfdllung durch Ather gehen die Lipoide groBen 
teils, ebenso wie auch ein Tail der Farbstoffe in Lésung und sind 
deshalb mit dem Ather zusammen entfernbar. Da die gallensauren 
Salze in Ather unléslich sind, werden sie durch den iiberschiissigen Ather 
quantitativ niedergeschlagen. Nicht alle Lipoide gehen aber in Lésung 
Namlich gelegentlich der wasserigen Auflésung des atherischen Nieder 
schlags, wihrend sich die gallensauren Salze leicht auflésen, sind in der 
mehr oder weniger gelb bzw. braunfarbigen Fliissigkeit auch ungeléste 
Kérnchen sichtbar, welche in Chloroform gewéhnlich gut léslich sind. 
Es ist sehr wichtig, die im Wasser unléslichen Kérnchen zu entfernen 
(am besten durch Zentrifugierung) und fiir die weitere Arbeit nur die voll 
kommen reine, durchsichtige Fliissigkeit zu verwenden. Die oben erwahnten, 
in Wasser unléslichen, gewéhnlich rostbraunen Kérnchen, in Chloroform 
gelést, geben die Liebermann-Burchardsche Probe sehr gut und demzufolge 
entsprechen sie aller Wahrscheinlichkeit nach dem Cholesterin. 
~~ Die wisserige Lésung des atherischen Niederschlags nach Entfernung 
der unléslichen Kérnchen analysierend, finden wir, daB sie mit BaCl, eine 
sehr schwache Sulfatreaktion gibt, Phosphor dagegen auch durch die 
aiuBerst empfindliche Molybdanreaktion nicht nachweisbar ist. Mit AgNO, 
zeigt sich ein reichlicher Niederschlag. Dieser ist jedoch beziiglich der 
Chloride nicht verwertbar, da das Silbernitrat auch das glykocholsaure Na 
niederschlagt. 

Die wasserige Lésung mit\ Chloroform schiittelnd, finden wir, daB 
der die braun-griinliche Farbe verursachende Stoff fast quantitativ aus- 
schiittelbar ist. Nach dem Ausschiitteln und nach der Abscheidung der 
wisserigen Lésung ist in letzterer die Ausfallung durch Ferrichlorid ebenso- 
gut durchfiihrbar, als wenn der im Chloroform lésliche Farbstoff nicht 
entfernt worden wire. Den durch das Chloroform ausschiittelbaren, aber 
auch in Wasser gut léslichen Farbstoff kann ich derzoit nicht definieren. 
Es wird die Aufgabe von weiteren Forschungen sein, das zu identifizieren. 

Die Ausfallung durch Ferrichlorid ohne Abstumpfung der entstehenden 
sauren Reaktion geht auch boi Zimmoertempe2ratur vor sich, besonders in 
Anwesenheit einer groBen Menge von gallensauren Salzen. Dieser Prozel 
ist jedoch, bssonders unter physiologischen Umsténden, ziemlich langsam, 
auch mohrere Stunden in Anspruch nshmand. Ba2ai einer Tempesratur von 
37°C geht er wosentlich schnaller vor sich. Eben dashalb ist es zweck- 
maBig, einen Thermostaten zu benutzen. 

Alle diejenigen, die sich mit dor Ausfallung de? gallensauren Salze 
durch Ferrichlorid boschaftigt haben, erwaihnen [so bosonders Hammarsten( 4), 
Tengstrém (5)], daB die Ausfallung nicht vollkommon ist, weil ein neuer 
Niederschlag entsteht, wenn zu der vom Niederschlag abgegossenen Fliissig- 
keit wiederholt Ferrichlorid gegeben wird. Ohne Zweifel ist es so; ich 
iiberzeugte mich jedoch, da8 die Ausfallung fast endlos wiederholt werden 
kann, und bei dieser G»legenheit verringert sich die M2nge des Niederschlags 
stufenweise nicht, wie es logisch zu erwarten ware, sondern man wird bei- 
liufig immer ebensoviel, eventuell sogar mshr Niederschlag erhalten, als 
auf die vorhergegangene Zugabe des Ferrichlorids. Meshrmals wiederholte 
ich auf diese Weise die Ausfallung durch Ferrichlorid, nicht selten zehnmal, 
ja sogar auch mehrmals, und ein Niederschlag wurde immer erhalten. Dieser 
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Umstand allein macht es auch schon zweifelhaft, daB diesem eine iiber- 
maBig groBe Rolle zukcmme. Es ist ja unméglich, daB eine so groBe Menge 
von gallensauren Salzen vorhanden wire. DaB das Ferrichlorid die gallen- 
sauren Salze tatsdchlich nicht quantitativ niederschligt, ware vielleicht 
annehmbar in solechen Fallen, wo — wie z. B. auch bei Hammarsten und 
Tengstrém — es sich um eine verhaltnismaBig groBe Menge von gallensauren 
Salzen handelt, keinenfalls jedoch dann, wenn es sich um die zehntel, 
eventuell hunderste] Teile der Milligremme handelt. Und in unseren Fallen 
ist dies der gewéhnliche Befund! Alles dies iiberlegend, gehen wir vielleicht 
nicht zu weit, wenn wir die Ausfallung durch Ferrichlorid in jeder Hinsicht 
fiir geniigend betrachten. 

Es kénnte vielleicht ein Nachteil der Ausfallung durch Ferrichlorid 
hinzukommen; namlich, daB es dem taurocholsauren Na gegeniiber nicht so 
empfindlich ist, wie dem glykocholsauren Salz gegeniiber. Ich konnte 
mich aber tiberzeugen, daB eine vollstandige Ausfallung nicht nur so mini- 
malen Mengen gegeniiber, wieviel taurocholsaures Na im Blute vorkommt, 
sondern auch noch wesentlich gréBeren Mengen gegeniiber durch Ferri- 
chlorid erhaltlich ist, besonders in Fallen, wenn es nicht allein, sondern 
gemeinsam mit glykocholsaurem Na vorhanden ist, und hauptsachlich, 
wenn die Menge des letzteren die des vorhergehenden wesentlich iiber- 
steigt. Und wenn es sich um menschliches Blut handelt, ist dies der Fall. 

Es wire eine andere Frage, ob der durch Ferrichlorid gewonnene 
Niederschlag tatsaéchlich ausschlieBlich nur gallensauren Salzen entspricht ? 
Es wurde schon oben erwahnt, daB die wasserige Lésung des atherischen 
Niederschlags auBer mit Chloroform leicht ausschiittelbare Farbstoffe 
andere Substanzen kaum. enthalt, ausgenommen gallensaure Salze. Jedoch 
auch in dem Falle, wenn auch andere Substanzen gegenwirtig wiiren, 
ist noch die Ausfallung durch Ferrichlorid tibrig, ferner noch, da® die aus 
den gallensauren Salzen nach Zugabe des Ferrichlorids entstandene E/sen- 
verbindung der Gallensduren in Alkohol gut léslich ist, wahrend dies anderen 
hier eventuell in Frage kommenden Eisenverbindungen gegeniiber kaum 
gesagt werden kann. Und tatsachlich ist es so. Den durch Ferrichlorid 
erhaltenen Niederschleg zu lésen anstrebend, wird gefunden, daB ein Teil 
desselben leicht in Lésung geht, der andere Teil jedoch bleibt unléslich, 
und diese Substanz liBt sich an der Beriihrungsgrenze der Chloroform- 
und wisserigen Schicht in Form von groben Klumpen nieder, unldéslich 
bleibend sogar bei Erwirmung. In Anbetracht dessen, daB die durch 
Ferrichlorid erhaltene Eisenverbindung der gallensauren Salze in Alkohol 
gut léslich ist, ist es zweifellos, da diese unlésliche Substanz mit jenen 
nicht identisch ist. 

Durch das Ferrichlorid wird mit den gallensauren Salzen zusammen 
auch jene farbstoffartige Substanz niedergeschlagen, welche oben schon 
erwaihnt wurde, Diese ist jedoch durch Ausschiitteln mit Chloroform leicht 
entfernbar. Die Ausschiittelung durch Chloroform wire auch am SchluB des 
Prozesses durchfiihrbar. Die Erfahrungen haben mich aber iiberzeugt, 
daB es zweckmaBiger ist, das Chloroform unmittelbar zu der alkoholischen 
Lésung des Niederschlags zu geben: naémlich so extrahiert das Chloroform 
die Farbstoffe vollstandiger. 

Die rosa Farbe entwickelt sich auf die Zugabe der Sulfosalicylséure 
auch in der Alkohol-Chloroform-Lésung des Ferrichloridniederschlags, 
jedoch sehr langsam, wahrend Stunden. Und aufer der Langwierig- 
keit gibt es auch noch die Schwierigkeit, daB der auBer den Gallensalzen 
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durch das Ferrichlorid niedergeschlagene Farbstoff die Farbe — star! 
stért, besonders in ausgesprochenen [kterus-Fiallen so sehr, daB von ein 
bestimmten Farbe eigentlich keine Rede sein kann, um so weniger vo 
einer solchen, welche fiir das kolorimetrische Vergleichen geeignet war: 
Alle diese stérenden Umstiande sind jedoch durch die wisserige Au 
schiittelung ausschaltbar; die erhaltene schéne rote Farbe ist charak 
teristisch, intensiv, zur Kolorimetrie gut geeignet. 

Durch das oben beschriebene Verfahren sind gallensaure Salze auc! 
im Blute von vollstandig gesunden Personen stindig nachweisbar 
Dariiber, sowie iiber Befunde unter pathologischen Umstianden beab 
sichtige ich in kurzer Zeit zu berichten. 

Die beschriebene Methode ist auch bei Duodenalsaft erfolgreich 
anwendbar. In diesem Falle jedoch, mit Ausnahme von Fallen mit 
fast oder vollkommen kompletter Obstruktion, ist auch 1 cem Duodenal. 
saft zu der Bestimmung geniigend. 
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Uber Wachstumshemmungen 
durch Blausiure und deren Beziehung zu oxydativen Vorgingen. 
(Versuche an Bakterien.) 


Von 
Ernst Loffler und Rudolf Rigler. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie 
der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 26. April 1926.) 


Bekanntlich besitzt Blausaure eine bakterizide und in geringerer 
Konzentration eine entwicklungshemmende Wirkung auf Bakterien, 
obschon die dazu erforderlichen Mengen im Vergleich zu den zur Ver- 
giftung héherer Organismen nétigen Dosen unverhiltnismaBbig gro’ 
sind. Es ist wahrscheinlich, da die verschiedene Empfindlichkeit 
darauf zuriickzufiihren ist, daB die Blausiure in verschiedenem Ausmab 
die lebenswichtigen Oxydationen zu hemmen vermag. Ganz allgemein 
besteht die toxische Wirkung des Cyans nach Warburg') in der Um- 
wandlung des Eisenions in eine komplexe Verbindung, wodurch es 
seine Eigenschaft, als Oxydationskatalysator zu wirken, einbiibt. Die 
Einheitlichkeit der Cyanwirkung ergibt sich auch aus dem Umstand, 
daB die Hemmung selbst bei rein chémischen Oxydationsvorgiingen 
zustande kommt. So wird z. B. die Reaktion der Oxalsiure mit der 
oxydierenden Jodsiure, die sonst zur Bildung von Kohlensiure und 
Jod fiihrt, durch minimale Mengen von Blausiiure gehemmt. Auch 
diesen Fall konnten Warburg und Shigeru Toda (Il. c.) als Eisenkatalyse 
aufkliren, womit die Cyansensibilitét verstindlich wird. Zu bekannten 
blausiureempfindlichen Oxydationsmodellen fiigen wir ein weiteres 
hinzu, welches sich wegen seines kolorischen Effektes gut zu Demon- 
strationszwecken eignet. Zu einer verdiinnten Fuchsinlésung wird 


1) O. Warburg, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 58, 1001, 1925. 
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Natriumsulfit bis zur kompletten Entfarbung zugetropft, die Fliissig- 
keitsmenge geteilt und zu der einen Hilfte eine Spur Kaliumcyanid 
zugesetzt. Beide Proben werden der Oxydationswirkung des Luft- 
sauerstoffs ausgesetzt und zur Beschleunigung der Reaktion bei 37°C 
gehalten. Falls man keinen Uberschu8 von Natriumsulfit verwendet 
hat, dokumentiert sich schon nach wenigen Stunden die stattgefundene 
Oxydation in dem nicht mit Blausiure vergifteten Réhrchen in der 
immer deutlicher werdenden Rotfirbung, wahrend die Vergleichsprobe 
dauernd farblos bleibt. 

Auf den Gedanken, das die graduell verschiedene toxische 
Wirkung der Blausiiure auf die verschieden starke Hemmung 
biologisch wichtiger Oxydationen zuriickzufiihren ist, wurden wir 
durch Befunde gebracht, die sich bei der Untersuchung iiber die 
entwicklungshemmende Eigenschaft des Cyans auf  verschiedene 
Bakterien erheben lieBen. 

Zu je 4ccm Bouillon von p,, = 7,2 wurden fallende Mengen von 
Kaliumeyanid zugesetzt. In das erste Réhrchen kamen 0,2 cem einer 
m/10 Cyankalilésung, in das zweite und die folgenden jeweils die Hialfte 
der vorangehenden Blausiuremenge in 0,2 ccm Fliissigkeit. Der Molar- 
gehalt der Bouillon an Kaliumeyanid betrug demnach in der starksten 
Konzentration m/210, in der nachsten m/420 usw. Von zwei 
derartigen Reihen wurde die eine mit B. dysenteriae Shiga-Kruse, 
die andere mit B. typhi durch Zusatz je eines Tropfens einer 
24stiindigen Bouillonkultur beimpft. Es ergeben sich folgende Unter- 
schiede (s. Tabelle 1): 


Tabelle I. 





Réhrchen Nr. 1 2 3 4 5 Kontrolle 


Nach 9 Stunden Brutschranktemperatur. 


B. typhi .. . —_ — de ad da tial rare 
B. dys. Shiga- 
megs... « - $+ +++ ae eee +4 


Nach 24 Stunden Brutschranktemperatur. 


B. typhi. . . 2 + ++ “}--}- +4 af af of. seed 
B. dys. Shiga- 
Krusee... oo $y 44. =o +++ fncdsh. 


Die Anzahl der Kreuze driickt die Dichte der Bewachsung aus. 


Der Unterschied in der Bewachsung ist nicht auf eine Anderung 
der aktuellen Reaktion durch den Zusatz des alkalischen Kalium- 
ceyanids zuriickzufiihren, da wir uns mit Hilfe der Walpoleschen Kom- 
paratormethode iiberzeugt haben, daB die Pufferkapazitat der ver- 
wendeten Bouillon ausreichte, um selbst den Zusatz der héchsten 
angewendeten Cyankalimenge zu neutralisieren. Samtliche derartig 
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angestellte Versuche fielen im gleichen Sinne aus. Die Unterschiede 
in der Wachstumsdichte wurden immer deutlicher, wenn man die 
Réhrchen weiter bei Zimmertemperatur stehen lieB. Aus diesen Ver- 
suchen geht die verschiedene Empfindlichkeit dieser beiden Bakterien- 
stimme gegeniiber Blausiure deutlich hervor. Es erhebt sich nun die 
Frage, worauf das verschiedene Verhalten der Blausiure gegeniiber 
verschiedenen Bakterien zuriickzufiihren ist. 


Da die Cyanwirkung ihrem Wesen nach immer dieselbe ist, miissen 
wir annehmen, da derartig betrichtliche Unterschiede in der Ent- 
wicklungshemmung von Bakterien auf deren verschiedener Fahigkeit 
beruhen, der Hemmung oxydativer Vorginge durch Cyan in ver- 
schiedenem Ausma entgegenzuwirken. DaB dem so ist, konnten wir 
an Hand von Versuchen beobachten, welche von der von Quastel und 
Mitarbeitern!) gemachten Feststellung der Aktivierung des Sauerstoffs 
aus chlor- oder salpetersauren Salzen durch einzelne Bakterienstimme 
ihren Ausgangspunkt nahmen. Quastel hat im Zusammenhang mit der 
Frage nach den Bedingungen des anaeroben Wachstums fiir einzelne 
Bakterien (Prodigiosus, Proteus, Coli, Pyocyaneus) betrachtliche Ver- 
zogerung oder Ausbleiben der Reduktion von Methylenblau, die sonst 
unter anaeroben Bedingungen mit mathematischer Exaktheit ablauft, 
bei Gegenwart der genannten Salze gefunden; bei B. faecalis ale. und 
subtilis kam ein derartiges Hinausschieben der Reduktion durch 
chlor- und salpetersaures Alkali nicht zustande. Die Verhinderung 
der Farbstoffreduktion erklart sich dadurch, daB der durch die Bakterien- 
titigkeit abgespaltene Sauerstoff nunmehr an Stelle oder neben dem 
Methylenblau zur Atmung verwendet wird. Bei unseren Untersuchungen 
ergab sich die Blausiureempfindlichkeit des Vorgangs, und es ist somit 
eine Tatsache, da ebenso wie die O,-Atmung auch die Aktivierung des 
Chlorat- bzw. Nitratsauerstoffs durch einzelne Bakterienstimme 
mittels Blausiure gehemmt werden kann*). In diesem Falle handelt 
es sich nicht um die Hemmung einer unspezifischen Oxydation, wie in 
den erwihnten Modellversuchen, sondern um die durch Blausiure 
vernichtete, spezifische, von der Art des betreffenden Bakteriums 
abhangige Aktivierung des Sauerstoffs des Chlorats und Nitrats, deren 
biologische Bedeutung vor allem dann in Erscheinung tritt, wenn 
dem Organismus der freie Sauerstoff der Luft fehlt. Dieser Sauerstoff- 
aktivierung liegt, wie Quastel gefunden hat, ein thermolabiles Enzym 


1) J. H. Quastel, M. Stephenson und M. D. Wetham, ferner J. H. Quastel 
und W. R. Wooldrige, Biochem. Journ. 19, 1925. 

2) DaB die Reduktion des Methylenblaus durch lebendes Gewebe 
cvaninsensibel ist, haben schon Thunberg, Fleisch und Szent-Gyérgyi nach- 
gewiesen; zitiert nach Ahlgren, Skand. Arch. f. Physiol., Suppl. zu 47, 146. 
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zugrunde, und aus unseren Befunden geht dessen Vergiftbarkeit durch 
Blausiure hervor. (Man kénnte versucht sein anzunehmen, da trotz 
der Gegenwart der Blausiure eine Sauerstoffspaltung durch dieses 
Inzym stattfinde, dieser Sauerstoff aber durch Ausschaltung des 
Eisenkatalysators zur Unwirksamkeit verurteilt wire. Doch miiBbte 
dann der Sauerstoff zur Riickoxydation des Leukomethylenblaus zur 
Verfiigung stehen, ein Vorgang, dessen Blausiureunempfindlichkeit 
uns bekannt ist.) 


Versuch. B. coli, l6stiindige Agarkultur, abgeschwemmt mit destilliertem 
Wasser zu einer dichten Suspension. Die Technik war dieselbe wie in einer 
friiheren Arbeit '). 

1. Réhrchen. 0,5 ccm Bakterienautscnwemmung, 0,3 ccm einer Lésung, 
enthaltend 50mg Methylenblau, 32g KH,PO, und 132g K,HPO, in 
300 cem destilliertem Wasser. Das Réhrchen wird mit destilliertem Wasser 
auf das Gesamtvolumen von I,lcem aufgefiillt, py 7,2. Entfarbe- 
dauer = 9 Minuten. 

2. Réhrchen. Gleiche Beschickung wie oben. Zusatz von 0,2 cem m/10 
Kaliumchloratlésung. Mit destilliertem Wasser aufgefiillt auf das Gesamt- 
volumen von I,lecm. Das Réhrchen entfarbt sich wahrend mehrerer 
Stunden nicht. 

3. Réhrchen. Gleiche Beschickung wie oben, an Stelle von Chlorat 
0,2cem m/10 Kaliumnitratlésung. Das Réhrchen war nach 13 Minuten 
fast vollkommen entfairbt, wurde aber im weiteren Verlauf des Versuchs 
wieder blau. — 

4. Réhrchen. Gleiche Beschickung wie Réhrchen Nr. 2, auBerdem 
0,lcem einer m/100 Kaliumeyanidlésung. Gesamtvolumen unverandert. 
Entfarbedauer 14 Minuten. 

5. Réhrchen. Gleiche Beschickung wie Réhrchen Nr. 3, auBerdem 
0,lcem einer m/100 Kaliumeyanidlésung. Gesamtvolumen unverindert. 
Entfarbedauer 1344 Minuten. 

6. Réhrchen. Baktoriensuspension, Methylenblau und Puffer wie oben. 


Zusatz von 0,leem der m/100 Kaliumcyanidlésung. Gesamtvolumen 
unverandert. Entfarbedauer = 6 Minuten. 


Das grundsiatzlich gleiche Verhalten zeigen B. typhi, B. paratyphi A und 
B, B. dysenteriae Flexner und Strong und B. proteus; hingegen vermochte 
V. cholerae weder Nitrat noch Chlorat zu spalten, und ebenso verhielt sich 
ein von uns untersuchter Faecalis-alealigenes-Stamm gegen Chlorat re- 
fraktar. (Doar von Quustel beschriebone Stamm besaB weder Chlorat- noch 
Nitratspaltungsvermégen. ) 

War nun unsere eingangs erwaihnte Annahme richtig, da8 die ver- 
schiedene keimhemmende Wirkung der Blausiure gegeniiber B. typhi 
und B. dysenteriae Shiga-Kruse auf einer verschieden starken Hemmung 
der Oxydation beruhe, so mu8te sich an einem solchen Versuch 
ebenfalls eine Verschiedenheit der Blausiureempfindlichkeit ergeben. 
In der Tat sprechen alle derartig angestellten Versuche in eindeutiger 
Weise hierfiir. 


!) Léffler und Rigler, Centralbl. f. Bakt. 1926, im Druck. 
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Tabelle IT. B. typhi. 





Bezeichnung Chlorat: Nitrat- Aufhebung Authebung 
des spaltungs- spaltungs: der Chloratspaltung der Nitratspaltung 

Stammes vermogen vermogen durch Blausaure durch Blausaure 
Miinchen . - 77 TT 7 tT + 
Eisler... sony ae 
.. 0 Ser +-(+) — 
Moldavan . $+ +--+ 
Ragusa .. — — 
a. - + 4 -+(+) T 7 
eae +-+-(+) } > 
es «4s % +(+-) — 
Free aii od ~ 


Die Zahl der Kreuze bedeutet die Intensitat des Spaltungsvermégens, beurteilt nach der Starke 
der Hemmung der Reduktion einer Methylenblaumenge von 50 y. 


Bei den neun gepriiften Typhusstémmen ist das Spaltungsvermégen 
fiir Nitrat in jedem einzelnen Falle geringer als das fiir Chlorat, manchmal 
innerhalb der ersten Stunden iiberhaupt nicht nachweisbar. Stamm Ragusa 
fallt aus der Reihe, indem er weder Chlorat noch Nitrat angreift. Di 
Salzspaltung wird immer durch Blausdure unterdriickt. 


Tabelle III. 


B. dysenteriae Shiga-Kruse. 





Bezeichnung Chlorats Nitrgt- A ufheburty Authebung 
_ des spaltungs: spaltungs- der Chloratspditung der Nitratspaltung 
Stammes vermégen vermogen durch Blausaure durch Blausaure 
Kletter .. + ttt 
2 <j. hh. of oes - 
peg +44 + 
122 Phe ae 
Mr ie 4) & + +-+-+ — 
Durchschnittlich wird das Chlorat schwach angegriffen. Trotz der 


schwachen Spaltung tritt die Cyanhemmung entweder gar nicht oder nur 
schwach in Wirksamkeit. Nur in cinem Falle erwies sich die geringe Chlorat- 
spaltung als durch Cyan hemmbar (Stamm A). Nitrat wird ausnahmslos 
ausgezsichnet angegriffen, niemals war aber Hemmung durch Blausdure 
zu erziclen. Hin und wider waren die Cyannitratréhrchen im Farbenton 
etwas blasser. Der Oxydationsvorgang ist also durch Cyan schwach oder 
gar nicht hemmbar. 

Aus beiden Tabellen geht hervor, daB die beiden Stimme, ebenso wie 
sie in ihrem Wachstum durch Cyan verschieden gehemmt werden, auch in 
ihren oxydativen Leistungen deutliche Unterschiede ihrer Vergiftbarkeit 
aufweisen. Es erscheint demnach berechtigt, die verschiedene Hemmung 
des Wachstums durch Blauséure ursachlich auf die verschieden starke 
Einschrankung der bioxydativen Prozesse zuriickzufiihren. Da aber die 
Vergiftung durch Blauséure, wie schon erwahnt, als einheitlicher und all- 
gemein giiltiger Vorgang aufgefaBt werden muB, so lassen sich grobe Unter- 
schiede in der Wirkung nur mit einem verschieden starken Entgiftungs- 
vermégen der einzelnen Stamme erklaren. Fiir derartige Entgiftungs- 
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vorginge finden wir ein Analogon im Warmbliitlerorganismus, dessen, 
wenn auch beschrankte Fahigkeit, aus Blausiure Rhodan zu bilden, bekannt 
ist [Lang'), Pascheles*)]. 


Zusammenfassung. 

1. Unter gleichen Bedingungen erweist sich B.typhi in seinem 
Wachstum durch Blausiure leichter hemmbar als B. dysenteriae Shiga- 
Kruse. 

2. Fiir eine Reihe von Bakterien wurde festgestellt, daB ihre 
Fihigkeit, aus salpeter- und chlorsauren Salzen Sauerstoff abzuspalten, 
durch Blausiiure hemmbar ist. 

3. Zwischen B.typhi und B. dysenteriae Shiga-Kruse ergaben 
sich beziiglich der BeeinfluBbarkeit durch Blausiure betrichtliche 
Unterschiede, indem sich diese Sauerstoffspaltungsvorginge _ bei 
B. typhi als blausiiureempfindlich, bei B. dysenteriae als relativ blau- 
siureunempfindlich erwiesen. 

4. Die Unterschiede in der Wachstumshemmung werden auf 
Unterschiede in der Vergiftbarkeit lebenswichtiger Oxydationsvorgange 
zuriickgefiihrt. 


') Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 34, 247, 1894. 
*) Ebendaselbst 84, 281, 1894. 
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Uber die Farbreaktionen 
einiger heterozyklischer Verbindungen mit Aldehyden. 


Von 
Fritz Lieben und Hans Popper. 


(Aus der Abteilung fiir physiologische Chemie im Wiener physiologischen 
Universitatsinstitut. ) 


(Eingegangen am 26. April 1926.) 


Als vor einigen Jahren Fiirth') und seine Mitarbeiter die blau- 
violette Farbreaktion von Voisenet*), welche Eiweibkérper mit HCOH, 
konzentriertem HCl und verdiinnter Na NO,-Lésung geben, als fiir das 
Tryptophan spezifisch kennzeichnen und darauf eine kolorimetrische 
Bestimmungsmethode fiir diese Aminosdure griinden konnten, mubBte 
es ihnen alsbald klar werden, da die genannte Reaktion mit mehreren 
schon bekannten Farbreaktionén des EiweiBes*), die sich als fiir Trypto- 
phan charakteristisch herausgestellt hatten, das Prinzip gemeinsam 
hatte. So beruhen die Farbreaktionen von Liebermann und Adam- 
kievicz, nach den Untersuchungen von Hopkins und Cole, auf dem 
Vorhandensein von G!yoxylsiure als Verunreinigung oder auf dem 
Auftreten von aus dem (zuckerhaltigen) Eiwei8 durch die konzentrierte 
Saure abgespaltenen Furfurol bzw. Oxymethylfurfurol. Auch die 
Tryptophanreaktion nach Neubauer und Rohde mit p-Dimethylamino- 
benzaldehyd und konz. H,SO, verlauft analog; wir sehen in diesen 
Fallen als wesentlich das Zusammentreffen von Tryptophan, einer Aldehyd- 
gruppe und konz. Sdure, wihrend das Zufiigen von Nitrit (oder H,O,) 
nur den Farbton andert, nicht aber das Auftreten der Farbreaktion 
iiberhaupt bedingt. 

Von der Méglichkeit, sei es den Aldehyd, sei es die Saéure zu variieren, 
machten schon Komm und Béhringer*) bei ihrer Modifikation der Voisenet- 
reaktion Gebrauch (HCOH und konzentrierte H, SO, ohne Nitrit), ferner Ery 


1) O. Fiirth und E. Nobel, diese Zeitschr. 109, 110, 1920; dort Altere 
Literatur; O. Fiirth und F. Lieben, ebendaselbst 109, 126, 1920; O. Fiirth 
und Z. Dische, ebendaselbst 146, 275, 1924. 

2) E. Voisenet, Bl. (3) 33, 1198; Chem. Centralbl. 1906, I, 90. 

8) Vgl. O. Hammarsten, Lehrb. d. physiol. Chem. 11. Aufl., 8S. 78. 

*) E. Komm und E. Bohringer, H. 124, 287, 1923. 
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Liischer*), der Benzaldehyd verwendet, und May und Rose *), die p-Dimethy1- 
aminobenzaldehyd benutzen. Neuerdings haben Tillmans und Alt*) eine 
Tryptophanbestimmungsmethode mitgeteilt, bei der sie die Vorfarbe der 
Voisenetreaktion (EiweiS + HCOH + H,S0O,, 66proz.) kolorimetrieren. 

Es erschien uns interessant, von der Variation des Aldehyds und 
der Siure auf die des heterozyklischen Komplexes iiberzugehen und 
unter den bekannten Farbreaktionen des Indols, Skatols, Pyrrols, 
Thiophens usw. die mit Aldehyden und konzentrierten Siiuren zu be- 
trachten*) und zu untersuchen, ob auch hier eine Proportionalitit der 
Farbe zu der heterozyklischen Verbindung besteht oder cb hier etwa 
die Aldehydkonzentration maBgebend oder modifizierend in die Reaktion 
eingreift ? Die letztere Frage erschien uns deswegen besonders wichtig, 
weil im hiesigen Institut von Z. Dische und H. Popper ) eine kolori- 
metrische Methode zur Bestimmung von Glucose und anderen Kohle- 
hydraten ausgearbeitet wurde, die auf der Firbung*) von Kohle- 
hydraten mit Indol und 75proz. H,SO, bei Wasserbadtemperatur 
beruht. Hier richtet sich also die Farbstirke nach dem Aldehyd (bzw. 
Zucker), und man muBte sich fragen: unter welchen Bedingungen kommt 
die Proportionalitdt zur heterozyklischen Verbindung, unter welchen die 
zum Aldéhyd zur Geltung ? 

Als Hauptresultat der im folgenden in gedringter Form mit- 
geteilten Versuche an Skatol, Indol, Pyrrol, Thiophen und Tryptophan 
kénnen wir die folgende Regel aufstellen: Die verschiedenen Farben, die 
durch Zusammenbringen der angefiihrten Verbindungen mit einer Reihe 
von Aldehyden und konzentrierter H,SO, auftreten, richten sich nach 
threr qualitativen oder quantitativen, im Kolorimeter feststellbaren Farb- 
stiirke, nach der heterozyklischen Verbindung, wenn der Aldehyd im 
(molaren) Uberschup ist, nach dem Aldehyd, wenn dies fiir die hetero- 
zyklische Verbindung zutrifft. Zwischen beiden Konzentrationsbereichen, 
also in dem Bezirk, wo die molaren Konzentrationen der beiden 
Reaktionskomponenten gleich sind oder einander nahe stehen, sind 
die beiden Proportionalititen miteinander im Widerstreit, und man 
befindet sich in einem Stérungsbereich. Dieser Stérungsbereich liegt 
bei den im folgenden anzufiihrenden Reaktionen offenbar bei ver- 
schiedenen Konzentrationen, und auch seine Ausdehnung ist mit der 
betreffenden Reaktion variabel. Die Regel wird, namentlich in ihrer 


1) E. Liischer, Biochem. Journ. 16, 556, 1922. 

*) Cl. E. May und E. R. Rose, Journ. of biol. Chem. 54, 213, 1922. 

3) J. Tillmans und A. Alt, diese Zeitschr. 164, 135, 1925. 

*) Eine Ubersicht iiber die Farbreaktionengruppe: heterozykl. Ver- 
bindung—Aldehyd—anorganische Saure gibt F. A. Steensma, diese Zeitschr. 
8, 203, 1907 

5) Z. Dische und H. Popper, erscheint demniachst in dieser Zeitschrift. 

®) C. Fleig, Chem. Centralbl. 1908, IT, 1954. 
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quantitativen Beziehung, durch diverse Faktoren, wie Eigenfarbe, 
Qualitat und Temperaturempfindlichkeit der Farben usw. haufig ein- 
geschrankt: speziell das Tryptophan unter den _heterozyklischen 
Verbindungen und die Glucose unter den Aldehyden nehmen eine 
Sonderstellung ein. 


Versuche. 
1. f-Skatol*). 

1. Es wurden 0.5, 1, 2 und 3cecm einer 0,1 proz. Lésung von 
8-Skatol in Alkohol (96proz.) mit je 2 Tropfen 2 proz. HCOH in Alkohol 
versetzt und simtliche Proben in graduierten Eprouvetten auf je 3 cem 
mit Alkohol aufgefiillt, dann erfolgte weitere Auffiillung der Eprou- 
vetten mit konzentriertem H,SO, auf je 15 ccm, wobei Sorge getragen 
wurde, das ZusammengieBen und die daraus resultierende Warme- 
ténung in allen Eprouvetten méglichst gleichmdfig vorzunehmen. 
Die Proben werden durch UmgieBen gut durchgemischt und im Kolori- 
meter von Dubosq miteinander verglichen, und zwar stets: die Probe 
mit 0.5 cem des Skatols usw. mit der 1 ccm enthaltenden, die letztere 
mit der, die 2ccm enthalt, und diese mit der 3ccm enthaltenden. Hier 
werden allerdings die Versuche durch die rosa Eigenfarbe des B-Skatols 
mit konzentrierter H,SO, unsicher gemacht, ein Faktor, der beim 
Indol (s. unten) fast ausfallt. 

Die Kolorimetrie der rotgelblichen Farben ergab im obigen Falle beim 
Vergleich von 


0.5cem:leem 10,9: 20 statt 10 : 20 
] oy Deb ad Oe2:30 ww 10 : 20 
2 —. > ier fk la 6,65: 10 


2. Wurde 2proz. CH,COH-Lésung in Alkohol statt des HCOH 


verwendet, ergab sich 


0,56: l—» 11 :20 statt 10 : 20 
Ll :2—» 10,9:20 ,, 10 :20 
3 :3—» 16,5:30 ,, 13,3: 20 


Auch hier ist die Proportionalitaét leidlich gut, die Farben sind heller 
und gelblicher als beim HCOH. 

3. Bei Verwendung von 2proz. Benzaldehyd in Alkohol lieB sich jedoch 
nur eine Progression der Farben mit der Skatolmenge feststellen, doch keine 


Proportionalitaét. Die roten (etwas fluoreszierenden) Farben ergaben: 
0,5: 1—» 14,3: 20 statt 10) : 20 
1 :2—» 14,5:20 ,, 10 :20 
2 :3—_» 17,3:20 ,, 13,3: 20 


Die Ursache dieser Stérung der Proportionalitat liegt, wie wir spater 
beim Indo] konstatieren konnten, in der zu geringen Konzentration des 


1) Uber die Farbenreaktionen von Indol und Skatol mit aromatischen 
Aldehyden, speziell zur Unterscheidung der beiden Stoffe, vgl. besonders 
G. Denigés, C. r. soc. biol. 64, 295 und 689, 1908; F. Blumenthal, diese Zeit 
schrift 19, 521, 1909. 
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Benzaldehyds (s. unten). Eine Gegenserie*), und zwar je 1 eem 0,1 proz. Skatol 
und 1, 2, 3, 4 Tropfen 2proz. Benzaldehyd ergab diverse Farben ohne 
Beziehung zum Aldehyd. 

4. Analoge Versuche mit Glyoral, von dem wir eine gesittigte Lésung 
des (polymerisierten) Produkts in Alkohol verwendeten, ergaben, daB wir 
uns auch hier im Stérungsbereich, sowohl] fiir die Skatol- als fiir die eventuell 
vorhandene Glyoxalproportionalitat befanden. 


B. Indol. 


Bevor wir uns dem Indol zuwandten, haben wir an diesem Stoffe 
in einigen Versuchen den Einflu8B der beim ZusammengieBen erfolgenden 
Erwairmung auf die Qualitét und Starke der Farbe festgestellt. Wenn 
an Stelle von 1 cem 0,1 proz. Indol in Alkohol 2 T'ropfen 3 proz. Indol 
in Alkohol verwendet wurden, also die gleiche Menge, wobei beim Zu- 
fiigen von 2 Tropfen 2proz. HCOH und der konzentrierten H,SO, 
(und zwar unter Schneekiihlung) die Wirkung einer Wairmeténung so 
gut wie ausgeschaltet war, blieb die Mischung zunichst farblos, erst 
allmahlich trat eine schwache rosa Farbe auf. Die Erwiirmung ist also 
fiir das Auftreten der Farbe nicht wesentlich, doch hat sie auf die Starke 
der Farbe einen bedeutenden EinfluB, dem durch tunlichst gleich- 
maBiges Ansetzen der Proben (s. oben) Rechnung getragen werden 
mubte. 2 

1. Formaldehyd.. Ansitze wie ob¢n beim Skatol; Farben violett 
bis braun; 0,l proz. Indol, 2proz. HCOH, beide in Alkohol, dazu 
konzentrierte H,SO,: 


1,4: 1—» 10 :20 statt 10 : 20 
1:2—»11,2:20 ,, 10 : 20 
3:3-m 65:10 ., 6,65: 10 


also recht gute Proportionalitat; eine Gegenserie, und zwar je 1 cem 
0,lproz. Indol und 1, 2, 3, 4 Tropfen 2proz. HCOH ergab dement- 
sprechend ziemlich gleich starke Farben ohne erkennbare Progression 
(auch nach Erhitzen am Wasserbad), also Unabhdngigkeit von der 
Aldehydmenge. Alsbald anzufiihrende Versuche mit Glucoselésung 
veranlaBten uns nun, mit der HCOH-Konzentration auf 0,2 Proz. 
herabzugehen. Ein analoger Versuch wie oben ergab nunmehr deutliches 
Eintreten in den Stérungsbereich 
1/,:1—» 9,5: 20 statt 10: 20 
1:2—»8 :10 ,, 5:10 
2:3-—~» gleiche Farben statt 6,65: 10 
1) Wir verwenden fortan die Begriffe Serie und Gegenserie, bei denen 
die heterozyklische Verbindung einerseits, der Aldehyd andererseits stets 
in der gleichen Konzentration verwendet werden, und zwar Serie: 4, 1, 2, 
3 cem heterozyklische aproz. Verbindung und je 2 Tropfen bproz. Aldeliyd, 
und Gegenserie: je lecm heterozyklische aproz. Verbindung und 1, 2, 3, 
4 Tropfen bproz. Aldehyd oder umgekebhrt. 
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*s muBte sich also der EinfluB der Aldehydmenge geltend machen. 
Und dies war tatsichlich der Fall, denn die Gegenserie mit Aldehyd- 
variation (wie oben) ergab nunmehr deutliches Ansteigen der Farbe mit 
der Aldehydmenge (speziell beim Erhitzen), allerdings nur in qualitativer 
Progression. 

2 und 3. Analoge Versuche mit 2 proz. alkoholischer Lésung von 
CH,COH und Paraldehyd ergaben gelbe bzw. hellbraune Farben in 
guter Proportionalitat zum Jndol und durch Gogenserien bestatigter 
Unabhangigkeit vom Aldehyd. 

4. Ein wesentlich anderes Bild bot die Glucose. Mit 0,1 proz. Indol 
in Alkohol und 3 proz. G-ucose in Wasser waren die Farben bei steigender 
Indolmenge véllig gleich; hingegen zeigte eine Gegenseric nach Erhitzen 
genaue Proportion zur Glucose, wie nach Dische und Popper (|. ¢.) zu 
erwarten!). Wurde nun die dem 2 proz. HCOH in Molen entsprechende 
Konzentration von 12 proz.G.ucose angewendet, so lieB sich auch hier, 
entgegen unserer Erwartung, eine Abhangigkeit vom Indol nicht fest- 
stellen, wiaihrend die Goegenserie nach Erhitzen noch leidliche Ab- 
haingigkeit von der G!ucosekonzentration zeigte. Erst als wir, statt die 
G.ucosekonzentration tiber 12 Proz. zu steigern, umgekehrt mit der 
Indolkonzentration auf 0,01, 0,0025 Proz. und darunter herabgingen, 
erhielten wir mit 12proz. Glucose eine qualitative Progression mit der 
Indolmenge, doch war eine Proportionalitaét nicht zu konstatieren 
(zum Teil allerdings wegen der sehr hellen Farbténe). Hier also sehen 
wir ein starkes Dominieren der Abhangigkeit von der Glucosekonzen- 
tration, die erst bei einem molaren UberschuB von etwa 100 Mol 
Glucose: 1 Mol Indol einer qualitativen Indolabhingigkeit Platz 
macht. Das auch in bezug auf andere Reaktionen von Aldehyden 
abweichende Verhalten der Glucose hat bekanntlich zur Aufstellung 
der Tollensschen Forme! gefiihrt. 


5. Viel weniger weicht der Benzaldehyd von der oben aufgestellten 
Norm ab. Wahrend bei der obigen Versuchsanordnung 2proz. Benz- 
aldehyd (wie oben beim Skatol) eine kaum angedeutete Progression 
mit dem Indol zeigt, gibt der dem 2proz. HCOH molar entsprechende 
7proz. Benzaldehyd ziemlich gute Proportionalitét, die Gegenserie 
liefert dann Farben ohne Beziehung zum Aldehyd, beim 2 proz. Aldehyd 
ist man auch bei der Gegenserie im Stérungsbereich (Progression zum 
Aldehyd). Geht man mit der Aldehydkonzentration auf 0,4 und 
0,2 Proz. herab, so bleibt diese Progression bestehen, ohne in Pro- 


1) Das Erhitzen am Wasserbade, das fiir die Glucoseproportion von 
ausschlaggebender Bedeutung ist, hat aber, wie wir feststellten, nicht 
das Vermégen, z. B. eine Indolabhangigkeit beim HCOH abzuandern oder 
aufzuheben. 
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portionalitaét tiberzugehen, die gelben Farben sind hier schon sehr hell 
die Kolorimetrie wenig verlaBlich. 

6. Beim Zimtaldehyd tritt die Schwierigkeit auf, daB dieser 
Stoff mit konzentrierter H,SO, eine deutliche hellgelbe Higenfarbe 
liefert; dieselbe stért besonders bei der Beobachtung der Indolpropor- 
tionalitat, bei der man héhere Aldehydkonzentrationen (9 Proz.) ver- 
wenden mu; auch die Herabsetzung der Indolkonzentration von 
0,1 Proz. auf 0,01 und 0,005 Proz. kann eine Indolproportionalitat der 
erwaihnten Eigenfarbe wegen nicht herstellen. Dagegen zeigen die 
Aldehydserien (0,1 proz. Indol + 1, 2, 3, 4 Tropfen lproz. Aldehyd) 
eine ziemlich gute Proportionalitat, die auch bei 9proz. Aldehyd 
noch qualitativ fortbesteht. 

7. Der p-Dimethylaminobenzaldehyd (Ehrlichs Aldehyd) gibt mit 
konzentrierter H,SO, keine Eigenfarbe, mit 0,1 proz. Indol in Alkoho! 
und konzentrierter H,SO, erhailt man die bekannte rote Farbe, die 
bei weiterem Saurezusatz in Gelb umschlagt; verdiinnt man statt mit 
Saure mit Wasser, bleibt die rote Farbe bestehen, bzw. sie tritt wieder 
auf, wenn man zu der fertigen gelben Probe mit konzentrierter H, SO, 
Wasser oder Alkohol zufiigt. Setzt man zu etwas festem Indol 2 Tropfen 
Aldehyd in konzentrierter H Cl oder H, SO, und fiillt mit der betreffenden 
Saure weiter auf,-erhalt man direkt die gelbe Farbe. Avs der gelben 
Probe (in nicht ganz konzentrierter H,SO,) la8t sich der Farbstoff 
quantitativ mit roter Farbe in Amylalkohol ausschiitteln. Wenn man 
noch in Betracht zieht, daB die rote Farbe bei Zusatz von konzentrierter 
H,S0O, zum Indol in Alkohol viel intensiver auftritt als bei Verwendung 
von konzentrierter HCl, so sieht man, daB das Erscheinen der roten 
Farbe an die Verdiinnung der Probe mit Wasser bzw. Alkohol und an 
die damit zusammenhaingende Wdrmeténung gebunden!’) ist. Die eben 
geschilderten, komplizierten Verhiltnisse lassen die friiher erwaihnte 
Regel nur qualitativ (beim Indol) hervortreten. Sowohl bei Zusatz 
von 0,lproz. Indol mit lproz. Aldehyd als mit 9proz. Aldehyd in 
Alkohol findet man qualitatives Ansteigen mit der Indolmenge. 


8. Um so deutlicher ist unsere Regel beim Vanillin ausgeprigt, 
dessen schwach gelbliche Eigenfarbe mit konzentrierter H,SO, die 
rétlichen Farbreaktionen nicht zu stéren vermag. Wahrend man bei 
0,1 proz. Indol und 1 proz. Aldehyd (bei Ansatzen, wie oben geschildert) 
sich im Stérungsbereich fiir Indol und Vanillin befindet, erhalt man 
mit 1/,, 1, 2, 3cem 0,1 proz. Indol und je 2 Tropfen 10proz. Vanillin: 
%:1—> 11 :20 statt 10 :20 
1:2—» 10,5:20 ,, 10 :20 
2:3—» 12 :20 ,, 13,3: 20 


1) Vgl. auch E. Salkowski, diese Zeitschr. 97, 123, 1919. 
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also recht gute Proportionalitat ; die Gegenserie liefert dementsprechend 
kolorimetrisch gleiche Farben. Verwendet man dagegen je 1 ccm 0,2 proz. 
Indol und 1, 2, 3, 4 Tropfen 0,4proz. Vanillin, so findet man 


1: 2—» 11,5: 20 statt 10 : 20 
2:3—> 13 :20 ,, 13,3: 20 
3:4—»> 16 :20 ,, 15 :20 


also gute Proportionalitat zum Aldehyd, wihrend die Gegenserie (nur 
infolge der bei 0,2 proz. Indol schon merklichen Eigenfarbe des Indols) 
geringe Progression aufweist. 

9. Auch beim o-Nitrobenzaldehyd bewahrt sich die Regel vollauf; 
hier ist man allerdings bei Verwendung von 10 proz. Aldehyd fiir beide 
Serien im Stérungsbereich. Geht man aber bei 0,1 proz. Indol mit der 
Aldehydkonzentration auf 1 Proz. herunter, erhalt man eine gute 
Proportionalitat zum Aldehyd. Verwendet man umgekehrt 0,01 proz. 
Indol und 10proz. Aldehyd, tritt Proportionalitat zum Jndol auf; die 
Gegenserie gibt hier wasserhelle, optisch gleich erscheinende Farben. 
Die Kolorimetrie auch der vorletzten Serie ist durch die auBerordentlich 
helle Farbe der Proben erschwert, so daB der durch Ubung geschulte, 
optische Eindruck zum Vergleich herangezogen werden mu. Der 
Stérungsbereich ist, wie man sieht, hier besonders ausgedehnt. 

10. Beim Piperonal tritt wieder die deutliche gelbe Eigenfarbe mit 
konzentrierter H,SO, stérend hervor, trotzdem iaBt sich mit 0,1 proz. 
Indol und 10proz. Aldehyd befriedigende Proportionalitdét zum Indol 
erzielen (starke rote Farben, die sich mit der Zeit vertiefen). Die Gegen- 
serie zeigt Unabhangigkeit vom Aldehyd, soweit es die Eigenfarbe 
zulaBt. Mit 1 proz. Aldehyd ist eine Progression mit der Aldehydmenge 
zu erzielen, wahrend die Gegenserie wenig abweichende Farben liefert. 
Die Eigenfarbe stért natiirlich alle Serien. 


C. Pyrrol'). 

Beim Pyrrol liegen die Verhiltnisse insofern ungiinstiger als beim 
Indol, als hier (wie beim Skatol) eine merkliche gelbe Eigenfarbe mit 
konzentrierter H,SO, auftritt, die aber ohne Proportionalitdt zum 
Pyrrol ansteigt; dieser Umstand stért natiirlich alle Serien, die der 
Pyrrolkonzentration parallel gehen sollen, so daS dann nur eine 
qualitative Progression resultiert. Die Proportionalitat der Aldehyd- 
serien (die nach unserer Annahme nur bei niedriger Aldehydkonzen- 
tration auftreten kann) ist auBerdem durch die Helligkeit und Emp- 
findlichkeit der Farben schwer zu konstatieren. Trotz dieser Schwierig- 
keiten diirfen wir behaupten, daB unsere oben erwahnte Regel auch fiir 
die Pyrrol-Aldehyd-H,SO,-Farben gilt. 


') Eine Farbenreaktion mit P. Ehrlichs Aldehyd gibt E. Salkowski 
an (diese Zeitschr. 108, 185, 1919). 
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1. HCOH. Von Violett nach Rotbraun gehende Farben. Versuchs 
anordnung wie beim Indol. Bei 0,lproz. Pyrrol und 2proz. HCOH gibt 
es weder Progression noch Proportionalitaét fiir beide Serien. Verwendet 


man 0,033 proz. Pyrrol und 2 proz. HCOH, tritt befriedigende Proportionalitdt 
I 7 I ; / 


zum Indol auf, die Gegenserie gibt leidlich konstante Farben. Mit 0,1 proz 
Pyrrol und 0,4proz. Aldehyd tritt deutliche Abhangigkeit vom Aldehy 
auf, die sich aber kolorimetrisch wegen zu heller Farben nicht auswerten laibt 

2. CH,COH. Rotbraune Farben. Man ist bei 0,033proz. Pyrrol und 
2proz. Aldehyd im Stérungsbereich, mit 0,033proz. Pyrrol und 10proz 
Aldehyd hat man Progression mit dem Pyrrol, die Gegenserie zeigt Un 
abhangigkeit vom Aldehyd; bei 0,lproz. Pyrrol und 0,4proz. Aldehyd 
stellt sich Progression mit dem Aldehyd ein. 

3. CsH;COH. Rotbraune Farben. Hier erhalt man mit 0,033 proz 
Pyrrol und 7 bzw. 20proz. Aldehyd leidliche Proportionalitét zun 
Pyrrol, die bei 20proz. Aldelhiyd auch durch die Konstanz der Gogenseri: 
bestatigt wird. Bei 2proz. Aldehyd ist man im Stérungsbereich, bei 0,4 proz 
Aldehyd und 0,lproz. Pyrrol tritt eine recht gute Proportionalitdt zum 
Aldehyd hervor. 

4. Vanillin. Rotbraune Farben. Im Go2gensatz zum Verhalten beim 
Indol ist es hier nur méglich, qualitative Progression mit dem Pyrrol bei 
10proz. Aldehyd und 0,033- und 0,01 proz. Pyrrol festzustellen, umgekehrt 
Progression mit dem Aldehyd, wenn dieser in 0,5proz. Lésung mit 0,1 proz 
Pyrrol zur Reaktion gebracht wird. Proportionalitét l48t sich nie durch 
eine ganze Serie verfolgen. 

5. Glucose. Man erhalt hellgelbe Farben, die auBerordentlich mit 
der Art des ZusammengieBens (der Warmeténung) variieren und keinerlei 
Beziehung, sei es zum Pyrrol, sei es zur, Glucosemenge zeigen. 


D. Furfurol. 

Eine wisserige 0,1 proz. Lésung von Furfurol gibt weder direkt 
mit konzentrierter H,SO, noch nach Zufiigen von je 2 Tropfen 2 proz 
HCOH, 2proz. CH,COH, 7proz. C,H;COH und 10proz. Vanillin 
eine deutliche Farbung. Furfurol reagiert also unter unseren Versuchs- 
bedingungen nicht als heterozyklische Verbindung mit Aldehyden; hin- 
gegen gibt es Farben mit Indol und Pyrrol in seiner Eigenschaft als 
Aldehyd. 

Bei 0,1 proz. Indol und I proz. Furfurol ist man im Stérungsbereich; 
bei 0,033 proz. Indol und 6 proz. Furfurol hat man angenaherte Proportionalitd 
zum Indol: 


14, 1, 2, 3cem 0,033 proz. Indol und je 2 Tropfen 6proz. Furfurol. 


4,:1—> 11 :20 statt 10 :20 
[12.4 GE .. 10 =: 20 
2:3—» 15 :230 ,, 13,3 : 20 


Bei 0,2proz. Indol und 0,5proz. Furfurol leidliche Proportionalitat 
zum Furfurol. 


Indol je leem 0,2proz. + 1, 2, 3, 4 Tropfen 0,5proz. Furfurol. 
J } I I 

1:2—» 10 :20 statt 10 :20 

S: tuw 13: -: 3 ., 13,3 : 20 


3:4—> 15,5:20 _ ,, 15 :20 
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Die entsprechenden Gegenserien bestatigen die Regelmabigkeiten 

Beim Pyrrol liefen sich hier keinerlei RegelmiBigkeiten er- 
kennen. 

Wihrend die heterozyklischen Verbindungen Pyridin und Chinolin, 
0,1- und 1 proz., in Alkchol, ferner 0,1 proz. Histidin-H Cl in Wasser bei 
unserer Versuchsanordnung weder direkt mit konzentrierter H,SO, 
noch nach Zusatz von je 2 Tropfen 2prez. HCOH, 2proz. CH,COH, 
2proz. C,H;COH und 10proz. Vanillin irgendwelche Farben zeigen, 
tritt eine solche, im Ausma wie beim Indol und Pyrre!, beim Thio- 
} hen auf. 

E. Thiophen*). 

Das Thiophen zeigt keine Eigenfarbe mit kenzentrierter H,SO,; 
wir werden die bisher teobachteten RegelmaBigkeiten auch hier im 
groken und ganzen, allerdings fast stets nur qualitativ, bestatigt finden. 


1. Beim HCOH in 2proz. Lésung kann man erst bei einer Thiophen- 
konzentration von 0,033 Proz. in Alkohol zu einer leidlichen Proportionalitat 
der blauvioletten Farben zum Thiophen gelangen, die Gegenserie zeigt nahezu 
gleiche Farben. Setzt man 0,lproz. Thiophen mit 0,4proz. HCOH an, 
so erhalt man eine gut proportionale Serie fir HCOH. Die Farben sind dann 
gelb; die Gegenserie zeigt keine Progression zum Thiophen. Die beiden 
Farben sind sehr wasserempfindlich, die gelbe scheint vorzuherrschen, 
wenn das Thiophen, die blauviolette, wenn der HCOH im UberschuB ist 

2. CH,COH. Farben rotbraun bis rotgelb. Mit 0,033proz. Thiophen 
und 2proz. Aldehyd nur Progression, mit 0.033 proz. Thiophen und 10proz. 
Aldehyd leidliche Proportion zum Thiophen: die Gegenserie zum letzten 
Versuch gibt ziemlich gleiche Farben. 0.1) proz. Thiophen und 0,4proz. 
CH,COH8H gibt deutliche Progression mit dem Aldehyd. Die Kolorimetrie 
dieser und der zugehérigen Gegenserie ist wegen der sehr hellen Farben 
unsicher. 

3. CsH;COH. Gelbe Farben. Mit 0,033 proz. Thiophen und 7- bzw. 14- 
und 20proz. Aldehyd erhalt man befriedigende Proportionalitét zum 
Thiophen; doch zeigen hier auffallenderweise die entsprechenden Gegen- 
serien Progression mit dem Aldehyd, die aber auch bei einer Serie: 0,1 proz. 
Thiophen und 0,4proz. Aldehyd nicht zu quantitativer Proportionalitat 
gelangt. Hier diirften die schon éfter erwaihnten Schwierigkeiten (EinfluB8 
der Warmeténung beim ZusammengieBen, Schwierigkeit, die gelben Farben 
zu kolorimetrieren, usw.) zusammenwirken. 

4. Vanillin. Gelbe Farben. Ahnliche Abweichungen wie beim Benz- 
aldehyd. 

5. p-(CH,),NC,.H,COH. Wir finden hier, sowohl bei der Thiophen- 
serie (0,033proz. Thiophen und 9proz. Aldehyd) als bei der Aldehydserie 
(0,lproz. Thiophen und Iproz. Aldehyd) nur qualitatives Ansteigen mit 
dem Thiophen bzw. Ehrlichschen Aldehyd; die urspriinglich gelben Farben 
gehen durch Verdiinnen mit Wasser in Rot, Rosa und Violett iiber; bei 
Versetzen mit konzentrierter H, SO, wird die gelbe Farbe nur entsprechend 
heller (vel. oben B., Feb. 


1) Vgl. W. R. Fearon, Biochem. Journ. 12, 179, 1918 (Chem. Centralbl. 
1919, I, 369.). 
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F. Tryptophan. 

Mit den im vorstehenden gesammelten Erfahrungen wandten wir 
uns nunmehr wieder Cem Tryptophan zu, wobei es uns vor allem 
interessierte, ob bei geeigneter Wahl der Konzentrationen auch hier 
etwa eine Proportionalitat zum Aldehyd sich erzwingen lieB, wofiir in 
den Untersuchungen von Fiirth und Lieben (|. c., 8.129) wenigstens 
Andeutungen vorhanden waren. Tryptophan gibt auch ohne Aldehyd 
eine haufig stérende, sich bei langerem Stehen verstarkende, griinliche 
Eigenfarbe. 

1. Wir verwendeten, da konzentrierte H, SO, mit 0,1 proz. Tryptophan 
[Pfanstiehl')] und 2proz. HCOH schmutziggriine, unkolorimetrierbare 
Farben liefert, 75 proz. H,SO, zu allen unseren Versuchen. Die Kolorimetrie 
(vgl. Tillmans und Alt, |. c.) ergab fiir Tryptophan gute Proportionalitat, 
die Gegenserie zeigte konstante Farben. Jedoch lieB sich mit 0,1 proz. 
Tryptophan und 0,4proz. HCOH eine Aldehydserie nicht erhalten (Farben 
verschiedener Nuance, unkolorimetrierbar). Da bei schwacher HCOH- 
Konzentration die Farben zu undeutlich werden, steigerten wir die Trypto- 
phankonzentration auf 0,33 Proz. und setzten lproz. HCOH (1, 2, 3, 4 
Tropfen, wie gewéhnlich) zu; wir erhielten nun eine deutliche Progression 
mit dem Aldehyd; die quantitative Progression war allerdings, hauptséchlich 
infolge Oxydationsfarben an der Oberflache der Proben, gestért bzw. kolori- 
metrisch nicht festzustellen. 

2. Fiir den 2proz. CH,COH konnten wir bei den sehr hellen, gelben 
Farben nur Progression mit dem Tryptophan feststellen, erst bei Verwendung 
von 0,lproz. Tryptophan und 10proz. Aldehyd war gute Proportionalitat 
wahrzunehmen. 

3. 10proz. Vanillin mit 0,1 proz. Tryptophan gibt gute Proportion zum 
Tryptophan, die Gegenserie laBt infolge der hellen Farbe der Reaktion die 
Vanillineigenfarbe sich durchsetzen, wodurch auch Progression zum Vanillin 
zum Vorschein kommt; dieser Umstand und die Tryptophaneigenfarbe 
14Bt auch die Tryptophanserien hier wenig verlaBlich erscheinen. 

4. Mit 6proz. Furfurol und 0,lproz. Tryptophan konnte leidliche 
Proportionalitat der schén orangebraunen Farben mit dem Tryptophan 
festgestellt werden. 

5. Beim Cg,H;COH ergab der Ansatz mit 0,33proz. Tryptophan und 
2proz. CsH;COH ziemliche Unabhangigkeit vom Tryptophan, wahrend 
die Gegenserie leidliche Proportionalitat zum Aldehyd zeigt, die hier durch 
Oxydationsringe weniger gestért wird. 

6. Mit Glucose gibt 0,1 proz. Tryptophan und 75proz. H, SO, in unserer 
Versuchsanordnung keine Farbe; nur die Tryptophaneigenfarbe kommt zur 
Geltung. 

Auch das Tryptophan fiigt sich also unserer Regel, allerdings ist 
eine quantitative Beziehung zum Aldehyd gegeniiber der exakten 
Tryptophanproportionalitét besonders schwer festzustellen. 

Angesichts der sehr groBen Wasserempfindlichkeit der Farbreaktion 
nach Voisenet interessierte es uns, auch mit der in den eben angefiihrten 


') Ein amerikanisches Praparat von sehr hohem Reinheitsgrad. 
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Versuchen verwendeten gelben Vorfarbe Verdiinnungsversuche mit 
Wasser anzustellen. Es zeigte sich, daB die gelbe (unoxydierte) Farbe, 
mit H,O auf das doppelte Volumen verdiinnt, auf ein Viertel der Farb- 
stirke abgeschwacht wird, wahrend ein analoger Vorgang bei der 
oxydierten, violetten Voisenet-Farbe eine Abschwiichung ergibt, die 
einen kolorimetrischen Vergleich nicht mehr erméglicht. (Eine 
Schiatzung der Helligkeiten ergab etwa '/, bis '/, der urspriinglichen 
Farbe.) Jedenfalls ist die nicht oxrydierte Farbe gegen Wasser weniger 
empfindlich. 

Im Anhang hierzu nahmen wir auch Verdiinnungsproben mit den 
Indol-HCOH-Ansatzen vor. Hier war nun (im Gegensatz zum Trypto- 
phan) die mit 0,05proz. Nitrit oxydierte Farbe nicht empfindlicher 
gegen Wasser als die nicht oxydierte, von uns oben verwendete. Ein 
Ansatz der letzteren (0,1 proz. Indol und 2proz. HCOH) gab, mit 
H,O auf das Doppelte verdiinnt, ungefahr 4, bis 34, der urspriinglichen 
Farbstarke, ebenso die vor dem Verdiinnen mit 0,05proz. NaNO, 
(10 Tropfen) versetzte Probe. Wurde statt mit H,O mit konzentrierter 
H,SO, auf das doppelte Volumen aufgefiillt, ergab sich gleichfalls 
Abschwachung der Farbe auf etwa die Hilfte. 

Wir haben uns schlieBlich die Frage vorgelegt: bei welcher Menge 
des HCOH verschwindet die Farbe eines Ansatzes mit z. B. 2 ccm 
0,lproz. Indol bzw. wird sie von;yder (minimalen) Indoleigenfarbe 
ununterscheidbar? Wir verwendeten der Reihe nach 1, 2, 3 Tropfen 
0,0013 proz. HCOH, dann 1, 2, 3, 4, 5 Tropfen 0,004proz. HCOH; die 
erste wahrnehmbare Divergenz von der (ohne HCOH angesetzten) 
Blindprobe trat bei 3 Tropfen 0,0013proz. HCOH = 1 Tropfen 
0,004 proz. HCOH auf. Hielten wir umgekehrt die HCOH-Menge, 
z. B. 2 Tropfen 2proz. HCOH, konstant und variierten die Indolmenge, 
und zwar 0,5, 1, 2, 3 cem 0,0005 proz. Indol, 0,5, 1, 2, 3 cem 0,005 proz. 
Indol, so trat die erste Farbe bei 0,5 com 0,005 proz. Indol auf. 

Diese Minimalfarbe, die auf jener Minimalmenge der einen Reak- 
tionskomponente beruht, die gerade noch zur Farblieferung befahigt 
ist, wird durch Steigerung der Menge der anderen Reaktionskomponente 
nicht geindert, ebensowenig durch Herabsetzung derselben. Erst bis 
die zweite Komponente gleichfalls ihre Minimalmenge erreicht hat, 
verschwindet die Farbe. Fiir Indol und HCOH ist dann das molare 
Verhaltnis etwa 5 zu 1. 


SchluBbemerkung. 


Wenn man in den vorstehenden Versuchen das Verhiltnis zwischen 
der heterozyklischen Verbindung und dem Aldehyd in Molen berechnet, 
so zeigt sich durchwegs, daB man sich bei einem Verhiltnis 1: 1 oder 
einer nicht zu groben Abweichung von diesem Verhaltnis in einem 
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Stérungsbereich befindet, der sich allerdings bei einzelnen Reaktionen 
auch bis 1: 10 und dariiber erstrecken kann; gewéhnlich hat man aber 
bei einem Verhaltnis von 1 Mol: 5 Molen schon gute Proportion zu der 
nicht im UberschuB befindlichen Komponente. 

Man ersieht aus diesen Verhialtniszahlen, daB die Verbindungen 
Heterozyklikum-Aldehyd nicht in den Rahmen der gewoéhnlichen 
chemischen Reaktionen fallen diirften; es tritt wohl bei diesen Farb- 
reaktionen (seien sie mehr rein chemischer oder mehr adsorptiver 
Natur) auch eine Anderung (Herabsetzung) des Dispersitatsgrades auf. 

Es wire wohl méglich, auf die eine oder andere der oben angegebenen 
Reaktionen — speziell fiir biologische Zwecke — geeignete quantitative 
Bestimmungsmethoden fiir die heterozyklische Verbindung oder den 
Aldehyd aufzubauen, wie solche ja schon bestehen'). Die einleitend 
ausgesprochene Regel, die sich trotz der zahlreichen Abweichungen 
aus der vorliegenden Arbeit ergibt, kann dazu dienen, fiir solche Be- 
stimmungsmethoden das giinstigste Konzentrationsverhdlinis fiir die 
Reaktionskomponenten ausfindig zu machen. 


1) Vgl. auBer den eingangs zitierten Tryptophanbestimmungsmethoden 
z. B. die Bestimmung von Indol in Fazes und Harn mit P. Ehrlichs Aldehyd 
nach M. Einhorn und R. Huebner. Salkowski-Festschrift 1904, 8S. 89; 
ferner von Skatol mit demselben: Aldehyd nach C. A. Herter und M. L. 
Foster, Journ. yf biol. Chem. 2, 267, 1906; von Indol (im Kot) nach 
Wy. v. Moraczewski, H. 55, 42, 1908; ahnlich die fiir CH,COH (Triibung mit 
Pyrrol) nach W. Sobolewa und S. Zaleski, H. 69, 441, 1910. 
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Photoaktivititsstudien. 


Ill. Mitteilung: 
Blutzuckerwirkung photoaktiver Substanzen, 
Von 
Hf. Vollmer und 8S. Lee (Korea). 


(Eingegangen am 27. April 1926.) 


Mit 15 Abbildungen im Text. 


Es war eine gewagte Arbeitshypothese, die hyperglykaimische 
Wirkung des Adrenalins mit seiner Photoaktivitaét in Zusammenhang 
zu bringen und von anderen photoaktiven Substanzen eine ahnliche 
Wirkung zu erwarten. Das Zusammentreffen von Photoaktivitits- 
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Abb. 1. Kontrollen. 

6 u. 9 3ccm destilliertes Wasser. 

15 2ccm physiol. Kochsalzlésung aus einer Lebertranemulsion (photoinaktiv). 

56 2ccm physiol. Kochsalzlésung 

57 Fortlaufende Blutentnahmen ohne Injektion. 


verlust mit dem Verlust des hyperglykimischen Effektes beim Adrenalin 
ermutigte uns zur Bearbeitung dieser Frage. Und die darauf gerichteten 
Untersuchungen bestitigten anfangs in der Tat — wenn auch nicht 
ausnahmslos — unsere Annahme. 

Es wurden etwa 60 Versuche an Kaninchen ausgefiihrt, die vor dem 
Versuch mindestens 15 Stunden hungerten. Vor der Injektion wurden 
jeweils drei, nach derselben in verschiedenen Zeitabstanden durchschnittlich 
fiinfmal jeweils zwei Blutproben aus der Ohrvene entnommen. Das Blut 
wurde dabei in Glasschalen aufgefangen, gemischt, in 0,1-cem-Pipetten 
abgemessen und nach Hagedorn-Jensen analysiert. 

In mehreren Kontrolluntersuchungen (Abb. 1) tiberzeugten wir 
uns zunachst von der relativen Labilitat des Blutzuckerspiegels beim 
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Kaninchen. Bei wiederholten Blutentnahmen ohne vorausgehende 
Injektion, sowie nach Injektion von destilliertem Wasser und physio- 
logischer Kochsalzlésung, die in Lebertran emulgiert war (photo- 
inaktiv), zeigen sich geringe Blutzuckerschwankungen, die jedoch 
10 Proz. in der Regel nicht tiberschreiten. Dabei scheint besonders 
der Reiz der Injektion als solcher eine geringe Glykogenmobilisierung 
hervorzurufen. Dies ist bei der Beurteilung unserer Resultate beriick- 
sichtigt worden. 


Bei den Blutentnahmen waren wir — um weitere Fehlerquellen 
auszuschalten — peinlichst bemiiht, Blutverluste zu vermeiden. 
Befunde: 


1. Bestrahlter wéisseriger Lebertranextrakt, den wir friiher (erste 
Mitteilung) als photoaktiv erkannten und der eine positive Jodkalium- 
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Abb. 2. Bestrahliter wasseriger Lebertranextrakt. 

1 lecm durch Bestrahlung konzentriert. 

3 u.7 3ccm bestrahit. 

4, 10a u.14 2 ccm bestrahlt. 
stirkereaktion gibt, wirkt auf den Blutzuckerspiegel ganz ahnlich — 
wenn auch nicht so intensiv — wie Adrenalin (Abb. 2). Nach einer 
initialen Hyperglykdmie, deren Gipfel in der Regel in die erste halbe 
Stunde fallt, erfolgt in der zweiten Stunde regelmaBig eine Blutzucker- 
senkung unter die Anfangswerte. Der maximale Blutzuckerapstieg 
betrug 60 Proz., die maximale Senkung 23 Proz. 

2. Unbestrahlter wisseriger Lebertranextrakt erhéht den _Blut- 
zuckerspiegel etwas weniger als der bestrahlte Extrakt (Abb. 3)i Die 
sekundire Hypoglykamie ist nur in einigen Fillen angedeutet. Einmal 
kam es nur zur Blutzuckersenkung ohne initiale Erhéhung. Der 
maximale Blutzuckeranstieg betrug 30 Proz., die maximale Senkung 
13 Proz. 
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3. Wie die Photoaktivitat des wisserigen Lebertranextrakts durch 
den KochprozeB nicht zerstért wird, so bleibt auch seine hypergl ykd- 
mische Wirkung nach dem Kochen erhalten (Abb. 4). Die relativ starken 
Effekte erklaren sich wohl aus der Volumeneinengung durch den Koch- 
prozeb. 

4. Die aus einer Lebertran-, physiologischen Kochsalzlésung- 
emulsion sich absetzende Salzlésung, die wir in friiheren Untersuchungen 
als photographisch unwirksam erkannten, beeinfluBt den Blutzucker- 
spiegel nicht (s. Abb. 1). 
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Abb. 3. Unbestrahiter wiasseriger Lebertranextrakt. 
2, ll wu. 13° 2 ccm. 5u.8 3ccm. 
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Abb. 4. Gekochter wiasseriger Lebertranextrakt. 
10 2ccm durch 20 Minuten Kochen auf !/; des Volumens ecingeengt. 
12 2ccm durch Erhitzen auf '|, des Volumens eingeengt. 


5. Lebertran selbst gibt wechselnde Resultate. RegelmaBig erfolgt 
ein Blutzuckeranstieg, dessen Ausma8 jedoch zwischen 54 und 12 Proz. 
schwankte (Abb. 5). Mit einer gewissen RegelmaBigkeit tritt nach der 
initialen Hyperglykimie 30 bis 90 Minuten nach der Injektion eine 
Blutzuckersenkung ein, der ein neuer Anstieg folgt. Durchwegs ist 
am Ende der dritten Stunde der Blutzuckerspiegel noch héher als vor 
der Injektion. Bei der verschiedenen Reaktionsweise verschiedener 
und auch des gleichen Tieres auf dieselbe Injektion ist schwer zu be- 
urteilen, ob bestrahlter Lebertran wirksamer ist als unbestrahlter. Ein 
augenfilliger Unterschied war jedenfalls nicht zu beobachten. 
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6. Direkt auf der Flamme erhitzter Lebertran verliert — 


S. Lee: 


wie wir 


zeigten — seine Photoaktivitat, reaktiviert sich aber wieder bei O,- 
Zutritt. Seine hyperglykimische Wirkung ist sehr gering und fast als 
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Abb. 5. Lebertran. 
23 u.27 2 ccm unbestrahlit. 2% 2cc 60 Minuten b hi 
30 3ccm unbestrahlt. jc “aeons 
30 Minuten 2 Stunden 
%« oc = 
21 2ccm z a ~~ bestrahit. 29 1,5ccm pen bestrahit. 
Minuten Ss 
31 3ccm 0 cn bestrahit. 24 2ccm ‘ — bestrahlt. 


negativ zu bewerten, wenn man die auch bei den Kontrollversuchen 
beobachteten leichten Hyperglykaimien nach dem Injektionsreiz beriick- 
sichtigt (Abb. 6). 
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7. Unter den Pflanzendlen haben wir teils die an sich stark photo- 
aktiven (Cedern-, Terpentin-, Lavendelél), teils einige nur schwach 


Blutzuckerg % 
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Abb. 6. Gekochter Lebertran. 
49 u.50 1,5ccm 15 Minuten auf den Siedepunkt erhitzt. 
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Abb. 7. Cedernél 
! t 60 Minut 
17 2ccm @ Minuten bestrahit. 18 2ccm ——— am Vortag bestrahit. 
30 cm 3 cm 
Ww Minuten 
20 2ccm et bestrahit. 
30 cm 


aktive (Nelken-, Olivenél) auf ihre hyperglykdmische Wirkung unter- 
sucht. Diese erwies sich als weitgehend abhdngig von ihrer photo- 
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chemischen Wirksamkeit. So waren die Blutzuckererhéhungen nach 
Injektion von Cedern-, Lavendel- und Terpentinél (Abb. 7, 8 und 9) 
gelegentlich recht betrichtlich, sie betrug nach Cedernél einmal 151 Proz. 
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Abb. 10. Olivenél. 
37 1,5 ccm unbestrahlt 


4 Stunden beim gleichen Tier. 


26 1,5 ccm om bestrahit 


Bei dem schwach aktiven Oliven- und Nelkenél (Abb. 10 und 11) war 
dieser Effekt weit geringer. Die Dauer der Hyperglykaimie hangt 
wahrscheinlich von der Resorbierbarkeit der Ole ab, die zum Teil gleich 
Null ist. So befindet sich die Blutzuckerkurve 2 Stunden nach Cedernél- 
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injektion zumeist noch in ansteigender Richtung. Wir halten es fiir 
méglich, daB die Hyperglykimie durch wasserlisliche Bestandteile 
dieser Ole — ahnlich wie wir sie im wisserigen Lebertranextrakt be- 
sitzen — zustandekommen und daB sich die protrahierte Blutzucker- 
wirkung aus einer allmahlichen Diffusion dieser Stoffe aus dem Ol- 
depot im subkutanen Gewebe erklirt. Auch das Ausbleiben der Hypo- 
glykimie, die wir nach wisserigen Lebertranextrakten fast regelmabig 
fanden, kénnte so verstindlich werden. Wie beim Lebertran, fanden 
wir auch hier keine iiberlegene Wirkung der bestrahlten Pflanzendle 
gegeniiber den unbestrahlten. Dies geht besonders aus den vergleichenden 
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Abb. 12. Paraffindl. 
46 u.47 2ccm unbestrahit. 





Versuchen mit dem relativ schwach photoaktiven Oliven- und Nelkendél 
hervor, die durch Bestrahlung intensiv aktiviert, aber in ihrer hyper- 
glykamischen Wirkung keineswegs gesteigert, zuweilen sogar beein- 
triachtigt werden. 


8. In diesem Zusammenhang war es wichtig, ein photochemisch 
vollig inaktives Ol auf seine Blutzuckerwirkung zu priifen. Tatsichlich 
beeinfluBte Paraffinédl den Blutzuckerspiegel nicht (Abb. 12). 

9. Das stark photoaktive Wasserstoffsuperoryd fiihrte in 3proz. 


Lésung zu einem deutlichen Blutzuckeranstieg (einmal um 67 Proz.), 
dessen Ablauf sich bei verschiedenen Tieren ganz verschieden verhielt 
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Abb. 13. Wasserstoffsuperoxyd 
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Abb. 14. Ather. han 
34 1.5 ccm. 36 u. 55 2 ccm. lvtis 





Blutzucker 9 % 
2 S © Ss 
8 


8 





S 
S 
N 
s 
s 
S 
%S 
S 
w 
Ss 


extr 
s ’ . ~ é 
019 | —_—_ spra 
a Zah: 

018 Pans Gn GS GREE ER GE r 
Wir 


der 





0,20 








eine 
Bete 
steh 
anal 











hier 
im 








para 








) 0 W 2 30 60 90 Minuten 72° 


Abb. 15. Fruchtsafte (unbestrahit). 
@ Je 2ccm Citronensaft. > Je 2ccm Apfelsinensaft. 4 Je 2ccm Tomatensaft. 
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(Abb. 13). Die nekrotisierende Wirkung des H,O, an der Injektions- 
stelle triibt die Verwertbarkeit dieses Resultats. 

10. Auch die Injektion des photoaktiven Athers list eine geringe, 
aber deutliche Hyperglykiimie aus (Abb. 14). Der geringe Effekt erklirt 
sich vielleicht aus der raschen Ausscheidung des Athers aus dem 
Organismus. 

ll. Citronen-, Apfelsinen- und Tomatensaft wirken regelmiabig 
ausgesprochen hyperglykimisch (maximale Steigerung 63 Proz.), obwoh! 
sie photochemisch inaktiv sind (Abb. 15). 

In der Literatur konnten wir keine Hinweise auf ahnliche Beob- 
achtungen finden. Hs geht nicht an, in unseren Befunden eine Bestdtigung 
unserer Arbeitshypothese zu erblicken: einen Wesenszusammenhang 
zwischen photographischer und hypergl ykdmischer Wirkung. Dem wider- 
sprechen schon die hyperglykdmischen Effekte der photoinaktiven Frucht- 
stifte. Bei den von uns untersuchten Olen lief sich allerdings ein Parallelis- 
mus beider Wirkungen ausnahmslos nachweisen. Nur eine Steigerung 
der Blutzuckerwirkung durch Bestrahlung dieser Ole vermibten wir. 

Es ist schwer vorstellbar, da der glykogenmobilisierende Einfluls 
von Wasserstoffsuperoxyd und Ather und derjenige der iibrigen hier 
untersuchten Substanzen, schlieBlich die Adrenalinwirkung auf einer 
Gemeinsamkeit dieser Stoffe beruht, die in ihrer gleichartigen Wirkung 
auf die photographische Platte zum Ausdruck kommt. Méglicherweise 
handelt es sich bei Wasserstoffsuperoxyd und Ather nur um auto 
lytische Wirkungen, wihrend bei Lebertran, wiisserigem Lebertran- 
extrakt und den Pflanzenélen die Fettsiuren eine Rolle spielen. Dafiu 
sprache die Beobachtung Pollaks'), daB Fettsiuren mit einer ungeraden 
Zahl von Kohlenstoffatomen, insbesondere Propionsdure, eine abnliche 
Wirkung entfalten. Bevor unsere Untersuchungen itiber die Chemie 
der photoaktiven Substanzen abgeschlossen sind, wagen wir nicht, 
eine Behauptung auszusprechen. Wir denken in erster Linie an eine 
Beteiligung der ungesittigten Fettsiuren und sind bemiiht, den Ent- 
stehungsmechanismus der von uns beobachteten Hyperglykimien zu 
analysieren. 

Mit Ausnahme des Wasserstoffsuperoxyds und Athers gaben alle 
hier untersuchten Substanzen einen charakteristischen Farhbumschlag 
im alkalischen Milieu, der ihrer zuckermobilisierenden Fahigkeit 


parallel ging und iiber den wir demnachst berichten werden 


') Pollak, diese Zeitschr. 127, 120, 1922. 
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Uber die saccharogene Bildung 
von Milchsiure durch verschiedene Bakterien, 
die Methylglyoxal dismutieren, 
und iiber eine einfache Art der Isolierung von Lactat. 


Von 
Carl Neuberg und Giinther Gorr. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Zur Priifung der Frage, ob Methylglyoxal als ein Durchgangsgebilde 
bei der bakteriellen Milchsiurepreduktion mit ebensoviel Berechtigung 
angesehen werden darf, wie fiir die Entstehung dieser Oxysaure bei 
Tieren und héher entwickelten Vegetabilien, haben wir vor einiger Zeit 
einschlagige Versuche mit dem Lactobacillus (Nr. 8. 48a, 3), mit dem 
Bacillus propionicus sowie mit dem Bacterium coli vorgenommen') 
In allen diesen Fallen war ein voller Erfolg zu verzeichnen, indem eine 
praktisch 100proz. Umlagerung des Methylglyoxals in Milchsaure er- 
reicht werden konnte. 

Die genannten drei Mikroorganismen sind Vertreter — dreiet 


verschiedener Gruppen von milchséurebildenden Bakterien. Der 
Lactobacillus gehért in die Klasse der reinen Milchsaurebildner 
und zwar in die der langen Milchsdurebazillen. Der Bacillus 


propionicus steht insofern den Milchsdurebildnern nahe, als er 
bemerkenswerterweise seine typischen Giarungserzeugnisse, Propion- 
siure und Essigsiure, im selben Verhiltnis, und ebensogut wie 
aus Zucker, aus Lactat hervorbringt, so da® hier Milch- 
siure als ein obligates Zwischenprodukt des Kohlenhydrat 
abbaus durch den genannten Erreger angesehen wird. Das 


1) C. Neuberg und G. Gorr, diese Zeitschr. 162, 490, 1925; 166, 
482, 1925. 
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Bacterium coli nimmt bekanntermaben eine Sonderstellung ein, 
indem es, in nicht vollkkommen durchsichtiger Weise, wechselnde 
Mengen von Milchsiure beim Abbau der Kohlenhydrate erzeugt. 

Um zu einem Urteil dariiber zu gelangen, ob die beiden 
von uns verwendeten Stamme des _ Lactobacillus und = des 
Bacterium coli mit Recht als Zucker vergarende Milchsiurebildner 
angesprochen werden kénnen, haben wir ihre Fahigkeit besonders 
geprift, Traubenzucker in Milchsiure umzuwandeln. Dabei hat 
sich gezeigt, da der Stamm Lactobacillus bis 91 Proz. der 
theoretisch méglichen Menge Milchsiure lieferte, und der Colli- 
stamm, je nach den Bedingungen, 39 bis 82 Proz. Den letzt- 
genannten sehr hohen Wert erzielten wir unter anaeroben Versuchs- 
bedingungen. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit dem jiingst 
auch von P. Rona und H.W. Nicolai') beschriebenen Verhalten; 
die Autoren teilen mit, dai der unter LuftabschluB umgesetzte 
Zucker volistandig in eine nicht fliichtige Saure iibergeht, wobei 
1 Mol Zucker 2 Mol Saure liefert, die im wesentlichen als Milch- 
siure anzusprechen sein diirfte. Unsere Befunde weichen ab von 
den Angaben, die A.J. Virtanen, H. Karstrém und R. Bdck*) hin- 
sichtlich eines schwachen Milchséurebildungsvermégens von B. coli 
gemacht haben; bekanntlich wirken verschiedene Colistamme sehr 
ungleich. 

Die von uns erhaltenen Ausbeuten sind nach dem iiblichen Ver- 
fahren zur quantitativen Milchsdureanalyse festgestellt. Diese wurde 
insofern modifiziert, als wegen der méglichen Bildung anderer 
Oxysauren (etwa Apfelsiure) oder sonstiger bei der Permanganat- 
Oxydation Acetaldehyd liefernder Substanzen eine Reinigung mit 
Bleiacetat eingeschaltet wurde, und zwar nach der Kupfer-Kalk- 
Fallung *). 

Wir haben uns aber nicht darauf beschrankt, die Milchsaéure 
quantitativ zu bestimmen, sondern haben sie auch in Substanz ab- 
geschieden. 

Bei Garansitzen mit dem Bacterium coli, die aufgearbeitet 
wurden, obgleich noch ein geringer Anteil Kohlenhydrat unvergoren 


') P. Rona und H.W. Nicolai, diese Zeitschr. 172, 104, 1926 

*) A.J. Virtanen, H. Karstrém und R. Back, H. 151, 232, 1926. 

8) Eine Reinigung durch Behandlung mit Bleiacetat, Bleiessig oder 
Bleicarbonat, eventuell unter Zugabe von Alkohol, empfiehlt sich auch 
bei Milchséurebestimmungen in vegetabilischen Materialien, da in Gestalt 
von Bleiverbindungen manche stérenden Kérper, z. B. Apfelsiure, Aconit- 
siure, Citronenséure und Weinsadure, beseitigt werden kénnen, wahrend 
Bleilactat recht léslich ist. 
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war, haben wir uns des iiblichen Extraktionsverfahrens _ be- 
dient. Indem die wisserige Auflésung der mit Ather aus- 
gezogenen Oxysiure nach Vertreibung fliichtiger Sauren mit 
reinstem kohlensauren  Blei behandelt wurde, sind  Bei- 
mengungen entfernt worden, und aus der mit Schwefel- 
wasserstoff behandelten Endlésung gewinnt man nach Bindung 
der freien Saure an Zinkoxyd leicht und sofort das_kristalli- 
sierte Zinklactat. Das auskristallisierte Salz war d, |-Lactat; in 
der rechtsdrehenden Mutterlauge befand sich das Salz der lavo- 
gyren: Form. 


Viel einfacher gestaltete sich die Gewinnung kristallisierten 
Lactats in den Fillen, wo der Lactobacillus zur Anwendung 
gelangt war. Hierbei kann man folgendermaBen vorgehen. Nach- 
dem aller Zucker verschwunden ist, dampft man das auf- 
gekochte und filtrierte Gargut auf dem Wasserbad auf etwa 
den fiinften Teil ein und versetzt noch heif mit der dreifachen 
Menge warmen, absoluten Alkohols. Dieser bringt stérende Be- 
standteile der Nahrfliissigkeit zur Abscheidung, wahrend Calcium- 
lactat in Lésung bleibt. Nach dem Auswaschen des flockigen 
Niederschlags mit 75proz. Weingeist engt man die alkoholischen 
Fliissigkeiten zu ganz diimnem Sirup ein, der beim Abkiihlen 
nach kurzer Zeit zu den charakteristischen blumenkohlahnlichen 
Gebilden von milchsaurem Kalk erstarrt. Aus diesem Calcium- 
salz kann man vdéllig analysenreine Substanz nur unter Verlusten 
gewinnen. Nahezu ohne EinbuBe und unmittelbar  kristallisiert 
erhalt man aus solchen Ansatzen. das Zinklactat durch folgendes 
Vorgehen. 

Die nach dem Verjagen des Weingeistes hinterbliebene Lésung 
von rohem Calciumlactat wird mit heiBem destillierten Wasser 
verdiinnt und so lange mit gesiattigter Oxalsiurelésung versetzt, 


als noch ein Niederschlag von Calciumoxalat entsteht. Man 
filtriert warm, wischt aus und kocht auf dem Baboblech mit 
Zinkoxyd. Dabei wird  iiberschiissige Oxalsiure als  unlés- 


liches Zinkoxalat ausgefaillt; das klare Filtrat der Zinksalze 
liefert nach Konzentration einen dicken  Brei von milch- 
saurem Zink, dessen erste Fraktion sofort analysenrein ist 
und im _ vorliegenden Falle ein Gemisch von Racemat und 
linksdrehendem Lactat war. Durch Analyse des wasserfreien 
Salzes ergab sich, da zwar optisch nicht einheitliches, aber 
sonst vollkommen reines milchsaures Salz vorlag. Die Aus- 
beute an diesem Zinksalz entsprach, auf Milchsiure berechnet, 
75,6 Proz, vom angewendeten Zucker. 





ste! 
Rei 
Filii 
diel 
gefi 


was 
Mis 
gek 
ges 
ver 


Sal: 
was 


eine 
Ble 
dur 
Flii 


wa 
Lés 
sich 


bac 


wen 
kris 
1,22 
eine 


zent 
Sau 


star 








Saccharogene Bildung von Milchséure usw. 479 


A. Versuche mit dem Lactobacillus. 
Die Zusammensetzung der Nahrlésung war folgende: 


800 ccm Wasser, 

15 g Glucose, 
5 g Pepton Witte, 
4 g Mono-kalium-phosphat, 
0.2 g Magnesiumsulfat, 
0,04 g¢ Natriumchlorid. 


Die Lésung wurde dreimal an drei aufeinander folgenden Tagen 
sterilisiert und dann mit sechs Osen einer auf Schrag-Agar geziichteten 
Reinkultur des obigen Erregers beimpft. Nach Entnahme von 10 ccm 
Fliissigkeit, die zur Zuckerbestimmung nach dem Verfahren von Bertrand 
dienten, wurden zu dem Ansatz 20g keimfreier kohlensaurer Kalk hinzu- 
gefiigt und das GefaB in einem Brutschrank von 37° aufgehoben. Nach 
6 Tagen war der Traubenzucker von den Mikroorganismen véllig vergoren, 
was aus dem negativen Ausfall der Reduktionsprobe mit Fehlingscher 
Mischung ersichtlich war. Zu diesem Zeitpunkt wurde der Ansatz auf- 
gekocht und filtriert ; 600 ccm dieses Filtrats wurden alsdann in der zuvor 
geschilderten Weise (unter Verwendung von Oxalsdure) auf das Zinksalz 
verarbeitet. 

100 cem des Filtrats wurden zur quantitativen Milchséurebestimmung 
benutzt. Sie wurden zwecks Besei‘igung von EiweiB mit Mercurichlorid und 
Salzsiure behandelt, und nach Entfernen des Quecksilbers durch Schwefel- 
wasserstoff erfolgte nunmehr in dieser Lésung die Kupfer-Kalk-Fillung. 
Das dann erhaltene, véllig kohlehydratfreie Filtrat wurde darauf, wie erwahnt, 
einer Bleiacetatbehandlung unterworfen; jetzt wurde das iiberschiissige 
Blei durch Schwefelwasserstoff fortgeschafft und erst die so gewonnene und 
durch einen Luftstrom von iiberschiissigem Schwefelwasserstoff befreite 
Fliissigkeit dem Oxydations-Titrations-Verfahren unterworfen. 


Nach Umrechnung auf das Gesamtvolumen des Ansatzes (800 ccm) 
waren vor Beimpfung mit dem Milchsaéurebacillus 14,78 g Glucose in der 
Lésung vorhanden gewesen. Aus dem gefundenen Milchsdéurewert ergab 
sich ein Gehalt von 13,41 g an Oxysaure. Es waren somit durch den Lacto- 
bacillus 90,7 Proz. des Zuckers in Milchséure iibergefiihrt worden. 

Aus den 600 ccm der Lésung, die zur Isolierung des Zinklactats ver- 
wendet worden waren, konnten als Rohprodukt ohne weiteres 13,1 g 
kristallisiertes milchsaures Zink gewonnen werden. Dasselbe zeigte in einer 
1,25proz. Lésung (bezogen auf das wasserfreie Salz) und bei Verwendung 
eines 2-dem-Rohres bei 15° eine Linskdrehung von 0,13°. 


[a]}} betrug mithin —5,20°. 
Nach Jungjleisch und Godchot') betragt dieser Wert bei gleichen Kon- 
zentrationsverhialtnissen fiir das Zinksalz der reinen rechtsdrehenden 


Saure 11,1°. 
Die durch Behandlung mit Tierkohle entfarbte Mutterlauge zeigte 


starke Linksdrehung. 


') E. Jungfleisch und M.Godchot, C. r. 140, 719, 1905. 
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Die Wasser- und Zinkbestimmungen lieferten folgende Daten: 


0.1592 ¢ Substanz gaben bei 105° 0.0260 ¢ Wasser ab. 
0.1332 g wasserfreie Substanz lieferten 0,0446 g Zinkoxyd. 
(C,H,0,),Zn + 2H,O. Ber.: H,O = 12,87 Proz.; ee 

(C,H, 0,),Zn + 3H,O. Ber.: H,O = 18,18 ,, } gef.: 16,33 Proz. ') 
(C,H,O,),.Zn: Ber.: ZnO = 33,47 Proz.; gef.: 33,48 Proz. 


B. Versuche mit dem Bacterium coli. 


Die Zusammensetzung der Nahrlésung war dieselbe, wie sie zu den 
Versuchen mit dem Lactobacillus gedient hatte. Sterilisation, Beimpfung, 
Zuckerbestimmung und Milchséureermittlung geschahen ebenfalls auf 
gleiche Art, wie in der Versuchsreihe A beschrieben worden ist. Bemerkens- 
wert war bei diesen Versuchen, daB die Ausbeute an bakteriell gebildeter 
Oxysaure wesentlich davon beeinfluBt wurde, ob die Versuche unter Luft- 
zutritt oder unter anaeroben Bedingungen zur Durchfiihrung gelangten. 
In einem Versuch, bei dem die Vergaérung nur unter Verschlu8 durch einen 
Wattebausch vor sich ging und bei dem fiir den Gesamtansatz vor der 
Beimpfung mit dem Erreger 15,02g Traubenzucker zugegen waren, 
wurden 5,85g Milchsaéure ermittelt. Da in diesem Falle die Bakterien 
in dem 5 Tage dauernden Versuch das Kohlehydrat véllig verzehrt hatten, 
waren somit nur 39,0 Proz. der Glucose in Milchsaéure iibergegangen. 

Erheblich héhere Ausbeuten an Lactat wurden jedoch erzielt, wenn 
wir unter AusschluB von Luft den Colibacillus auf den Zucker einwirken 
lieBen. In einem derartigen Versuch waren in den 800 ccm der Nahrlésung 
be, Beginn des Versuchs 14,03 g und vor der Aufarbeitung Ges Ansatzes 
nach 6 Tagen noch 2,00 g Traubenzucker vorhanden. Aus den verbrauchten 
12,03 g desselben waren 9,86g Milchséure entstanden, mithin 82,0 Proz. 
der theoretisch médglichen Menge. Zine ausreichende Fernhaltung von 
Luft bewirkten wir bei diesem Versuch dadurch, daB wir die Garung in 
einem Gefa8 ablaufen lieBen, das durch einen mit Quecksilber gefiillten 
Géraufsatz verschlossen war; bei dieser Versuchsanordnung konnte die 
aus dem Calciumcarbonat durch die Milchséure ausgetriebene Kohlen- 
saure entweichen, ohne daB von auBen Sauerstoff in den Garansatz eindrang. 


Bei dem zweiten der eben geschilderten Versuche wurde auch eine 
Isolierung der Milchsaéure in Form eines festen Salzes vorgenommen. Da 
in diesem Falle der Ansatz nach Einwirkung der Bakterien noch zucker- 
haltig war, konnte das bei dem Versuch mit dem Lactobacillus verwendete 
und vorher angegebene Verfahren nicht zur Anwendung gelangen; hier 
muBte die Milchséure vielmehr durch Atherextraktion isoliert werden. 


600 ccm des nach Beendigung des Versuchs aufgekochten und filtrierten 
Ansatzes wurden auf dem Wasserbade zu einem Volumen von 100 ccm 
eingeengt, mit 300 ccm absoluten Alkohols heiB versetzt, wieder filtriert 
und eingeengt. Die mit Phosphorsdure angesiuerte und mit Ammonium- 
sulfat gesattigte Lésung wurde 50 Stunden lang im Perkolator mit Ather 
ausgezogen, der Atherextrakt verdampft, der Riickstand zwecks Ent- 
fernung fliichtiger Sauren auf dem Wasserbade mehrmals abgedampft 


1) Beweis fiir das Vorliegen von aktivem und racemischem Salz im 
Verhaltnis, das sich auch aus den optischen Konstanten ergibt. Die ent- 
wasserte Verbindung besaB natiirlich einheithche Zusammensetzung. 
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und aus dieser Lésung schlieBlich iiber das Bleisalz in gewohnter Weise 
milchsaures Zink dargestellt. Als Rohprodukt wurden so 10,5 g des Salzes 
gewonnen. Die umkristallisierte Verbindung war vdéllig inaktiv und zeigte 
folgende Analysenwerte : 

0.1990 g Substanz lieferten 0,0360 g¢ Wasser. 

0,1630 g wasserfreie Substanz lieferten 0,0545 g Zinkoxyd. 

(C,H,O,),.Zn + 3H,O. Ber.: H,O 18,18 Proz ; gef : 18,09 Proz. 

(C,H,O,),.Zn. Ber.: ZnO 33,47 Proz.; gef.: 33,44 Proz. 

Die Mutterlauge war stark rechtsdrehend und enthielt mithin das 
Zinksalz der linksdrehenden Milchsaure. 


Frau Gertrud Joel sind wir wiederum fiir ihre Hilfe bei dieser Arbeit 
sehr zu Dank verpflichtet. 


Berichtigung. 


In der Mitteilung von @. Ettisch, diese Zeitschr. 171, 460, 1926, soll 
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